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RESUMO 
 
O vírus herpes humano 6 (HHV-6) é o agente responsável pelo exantema súbito em 
crianças. Algumas publicações sugerem uma associação entre a infeção por este vírus e 
a convulsão febril na idade pediátrica. Que seja do nosso conhecimento, nunca se tinha 
realizado em Portugal uma investigação sobre este assunto. O presente trabalho tem 
como objetivo principal determinar a taxa de infeções pelo HHV-6 num grupo de 
crianças com o diagnóstico clínico de convulsões febris. 
 
A população estudada foi constituída por 49 crianças (com idades compreendidas entre 
os 4 meses e os 5 anos) que recorreram ao Serviço de Urgência do Hospital D. Estefânia 
– CHLC, com quadro clínico de convulsão febril.  Na fase aguda recolheram-se 
amostras de soro, de sangue total e de plasma. Após 4 a 8 semanas foi realizada uma 2ª 
colheita de soro em 16 crianças. Os métodos utilizados foram: PCR em tempo real para 
deteção do DNA do HHV-6 em amostras de sangue total e plasma; ELISA para 
pesquisa de IgM, IgG e avidez das IgG para o HHV-6 em amostras de soro. Sendo os 
resultados da ELISA confirmados por Imunofluorescência; duas PCR em tempo real, in 
house e comercial, para deteção do DNA do HCMV; ELISA para pesquisa de IgG e 
avidez das IgG para o HCMV. 
 
Num total de 49 crianças com convulsão febril, 4 tiveram infeção primária por HHV-6, 
18 provável infeção secundária (reinfeção ou reativação) e 7 tiveram infeção por 
HCMV. A deteção de HHV-6 no sangue total é mais sensível do que no plasma 
(p=0,005). Salienta-se a elevada percentagem de casos de virémia associada a serologia 
positiva. Que seja do nosso conhecimento, este é o primeiro relato de casos de infeção 
por HCMV associado à convulsão febril. Durante este estudo não foi detetada qualquer 
associação entre as infeções por HHV-6 e HCMV. 
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ABSTRACT 
 
Human herpesvirus 6 (HHV-6) is the etiological agent of exanthema subitum. Some 
studies suggest an association between human herpesvirus 6 infection and febrile 
seizures in childhood. To our knowledge, in Portugal had never been conducted an 
investigation on this subject. The main goal of this study is to determine the rate of 
HHV-6 infection in a group of children with a clinical diagnosis of febrile seizures. 
 
The study population consists in 49 children (age between 4 months and 5 years) who 
presented with febrile seizures at emergency department of Hospital D. Estefânia - 
CHLC. In the acute phase were collected serum, whole blood and plasma samples. 4 to 
8 weeks later was collected a second serum sample 16 children. The methods used 
were: real-time PCR for detection of HHV-6 DNA in whole blood and plasma samples; 
ELISA for IgM, IgG and IgG avidity of HHV-6 in serum samples. ELISA results were 
confirmed by immunofluorescence; two real-time PCR, commercial and in house, for 
the detection of HCMV DNA; ELISA for detection of IgG and IgG avidity of HCMV. 
 
From a total of 49 children with febrile seizures, 4 had primary HHV-6 infection, 18 had 
a probable secondary infection (reactivation or reinfection) and 7 had HCMV infection. 
The detection of HHV-6 in whole blood is more sensitive than in plasma (p = 0.005). 
We emphasize the high percentage of cases of viraemia associated with positive 
serology. To our knowledge, this is the first reported cases of HCMV infection 
associated with febrile seizures. During this study was not detected any association 
between HHV-6 and HCMV infections. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
Os vírus são agentes infeciosos microscópicos, cujos genomas são constituídos por 
ácidos nucleicos, que se replicam apenas no interior de células vivas de outros 
organismos. Estas entidades usam a maquinaria das células infetadas para a síntese de 
novas partículas virais, que podem transferir o genoma para outras células, infetando-as. 
A família Herpesviridae engloba vírus que são bastante comuns no Reino Animal, 
tendo sido até à data isolados cerca de 120 herpesvírus distintos em várias espécies. 
Estes vírus são ubíquos, podem induzir uma grande variedade de doenças, e após a 
primoinfeção permanecem no organismo sob a forma latente. As infeções são 
geralmente benignas, mas podem causar, em determinados hospedeiros, morbilidade e 
mortalidade significativas. Atualmente, são conhecidos nove herpesvírus patogénicos 
para o Homem.  
 
 
1.1 – CONTEXTUALIZAÇÃO HISTÓRICA 
 
O Vírus Herpes Humano 6 (HHV-6) foi isolado pela primeira vez em 1986, por 
Salahuddin e colaboradores, em células mononucleadas do sangue periférico de 
indivíduos com distúrbios linfoproliferativos e SIDA
5,14,38
. Inicialmente, foi 
caracterizado como um vírus com tropismo para as células B humanas, tendo sido 
designado de Human B Lymphotropic Vírus (HBLV), visto ter sido, primariamente, 
isolado em linfócitos B de indivíduos infetados com HIV, HTLV e doenças 
linfoproliferativas
9,25
. 
Mais tarde, o vírus foi renomeado de HHV-6, com base nas recomendações do ICTV 
(Comité Internacional para a Taxonomia dos Vírus). 
 
Em 1988, Yamanishi e colegas estabeleceram a ligação etiológica entre o HHV-6 e a 
doença humana, descrevendo assim, a associação do vírus ao exantema súbito (ou 
Roseola infantum). Subsequentemente, verificou-se que o HHV-6 é um agente ubíquo, 
que infeta a maioria dos indivíduos nos primeiros anos de idade
9,14
.  
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As estirpes GS do HHV-6 foram isoladas a partir de leucócitos de indivíduos 
imunocomprometidos com distúrbios linfoproliferativos. Pouco tempo depois, 
descobriram-se outras estirpes (U1102 e Z29), que foram isoladas no Uganda e no Zaire 
em doentes com SIDA
118
.  
A partir destas descobertas e com base na epidemiologia, estudos clínicos e 
moleculares, propriedades de crescimento in vitro, reatividade a anticorpos 
monoclonais, mapeamento por endonucleases de restrição e sequência de nucleótidos, 
emergiram dois grupos diferentes de HHV-6, a variante A (HHV-6A) e a variante B 
(HHV-6B)
9,14,25
. Embora estes dois vírus sejam estreitamente relacionados, 
apresentando uma semelhança genómica de 90%, são biológica, imunológica e 
epidemiologicamente distintos
14,20
. De acordo com a sugestão do ICTV, foi obtido um 
consenso para que as estirpes GS e U1102 fossem reconhecidas como HHV-6A, e a 
estirpe Z29 como HHV-6B
18
. 
 
Em 1993, Luppi et al. identificaram o genoma do HHV-6 ligado a DNA celular de alto 
peso molecular em células mononucleares do sangue periférico de três pacientes. 
Posteriormente, Arbuckle demonstrou a integração de HHV-6A e HHV-6B nos 
telómeros dos cromossomas humanos durante a latência, assim como, a reativação viral 
do seu estado integrado
9
. 
 
Em 2012, devido à significativa divergência e clara segregação das duas variantes, com 
base nos critérios anteriormente referidos, o ICTV reconheceu o HHV-6A e o HHV-6B 
como duas espécies distintas de herpesvírus
25,73
. 
 
 
1.2 – CARACTERÍSTICAS GERAIS DA FAMÍLIA HERPESVIRIDAE 
 
A família Herpesviridae divide-se em três subfamílias: Alphaherpesvirinae, 
Betaherpesvirinae e Gammaherpesvirinae (Figura 1). Todos os membros desta família 
têm características em comum, como a habilidade de estabelecer latência após a infeção 
primária e reativarem em pacientes imunocomprometidos
39
. 
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Tabela 1 - Classificação taxonómica dos vírus da família Herpesviridae, patogénicos 
para o Homem, com base no ICTV. 
Subfamília Género Espécie Nome comum 
Alphaherpesvirinae Simplexvírus 
Vírus do herpes 
humano 1 
Vírus do Herpes 
Simples 1 
  
Vírus do herpes 
humano 2 
Vírus do Serpes 
Simples 2 
 Varicellovírus 
Vírus do herpes 
humano 3 
Vírus da Varicela-
Zoster 
Betaherpesvirinae Citomegalovírus 
Vírus do herpes 
humano 5 
Vírus Citomegálico 
Humano 
 Roseolovírus 
Vírus do herpes 
humano 6A 
 
  
Vírus do herpes 
humano 6B 
 
  
Vírus do herpes 
humano 7 
 
Gammaherpesvirinae Lymphocryptovírus 
Vírus do herpes 
humano 4 
Vírus de Epstein- 
Barr 
 Rhadinovírus 
Vírus do herpes 
humano 8 
 
 
A distinção entre as subfamílias é possível tanto pelas diferentes características víricas 
(nomeadamente, estrutura genómica, tropismo celular, citopatologia e localização da 
infeção latente), como pelo poder patogénico e quadros clínicos provocados.   
Apesar da divergência biológica e evolucionária, os nove herpesvírus classificados nas 
três sub-famílias acima referidas, partilham um grande número de genes evolutivamente 
conservados. Estes genes exercem funções das quais todos os herpesvírus dependem, 
isto é, exibem a mesma estrutura do virião, o mesmo processo de replicação do genoma 
e a entrada e saída dos vírus das células é idêntica. 
 
As duas maiores linhagens da subfamília Betaherpesvirinae são os géneros 
citomegalovírus e roseolovírus. Dos betaherpesvírus distinguem-se, o HHV-6, HHV-7 e 
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o vírus citomegálico ou citomegalovírus (HCMV). Os dois primeiros fazem parte do 
género roseolovírus, sendo o HHV-6 dividido ainda em duas espécies: HHV-6A e HHV-
6B
2,5
. Enquanto o último, também conhecido por Herpesvírus Humano 5 (HHV-5) é 
membro do género citomegalovírus. O HHV-6A e HHV-6B foram classificados como 
membros desta subfamília, visto serem mais homólogos do HCMV do que dos restantes 
herpesvírus, Alphaherpesvírus ou Gammaherpesvírus. 
 
 
Figura 1 - Árvore filogenética dos herpesvírus, baseada no alinhamento das sequências 
dos aminoácidos de genes homólogos
100
. 
 
 
1.3 – MORFOLOGIA E ESTRUTURA DO VÍRUS HERPES HUMANO 6 
 
Os betaherpesvírus dos mamíferos, provavelmente tiveram um ancestral comum há 50 
milhões de anos.  
O HHV-6 é estruturalmente semelhante a outros membros da família Herpesviridae, 
nomeadamente ao HCMV, possuindo uma nucleocápside icosaédrica com diâmetro que 
varia entre 90 a 110 nm, constituída por 162 capsómeros proteicos, que envolvem e 
protegem o material genético viral
43,56
. Os viriões dos herpesvírus são constituídos pelo 
core, tegumento e invólucro lipídico cravejado de glicoproteínas. O virão do HHV-6 
apresenta entre 160 a 200 nm de diâmetro
20
. O invólucro, a camada mais externa que 
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envolve a cápside, com aproximadamente 20 a 40 nm de espessura, é composto por uma 
bicamada lipídica, onde se encontram as glicoproteínas. Estas proteínas são 
responsáveis pela resposta imune do hospedeiro, uma vez que são os recetores de 
ligação do vírus aos anticorpos que o neutralizam, aos recetores das células do 
hospedeiro, permitindo a entrada do vírus nestas células
47
. Entre a cápside e o invólucro 
viral está localizado o tegumento, um compartimento de proteínas virais de função 
estrutural ou não estrutural. As primeiras desempenham um importante papel na entrada 
do vírus na célula hospedeira, bem como na construção e libertação do novo vírus da 
célula. As restantes proteínas têm como função proteger o vírus da resposta imune do 
hospedeiro face à infeção.  
 
 
1.3.1 – GENOMA E ORGANIZAÇÃO DO VÍRUS HERPES HUMANO 6 
 
O genoma deste vírus consiste numa molécula de DNA linear de cadeia dupla, com 160 
a 170 kb, tendo sido totalmente sequenciado em 1995. Vários genes do HHV-6, 
organizados em sete blocos conservados, estão presentes no genoma de todos os 
herpesvírus
38
.  
Estes genes do core são conservados nos herpesvírus dos mamíferos e codificam para 
proteínas estruturais, como as proteínas da cápside, as glicoproteínas e proteínas não 
estruturais necessárias à replicação viral
43
.  
Um bloco de genes adicional, que compreende 17 genes conservados, está presente 
apenas nos betaherpesvírus, US22
38,56
. Há, também, genes específicos dos roseolovírus, 
que estão ausentes nos outros herpesvírus, nomeadamente o U20-U21, U23-U24, U26, 
U85 e U100
20,116
. No entanto, somente dois genes são únicos no HHV-6 e presentes nas 
duas espécies, os genes U83 e U94
38
. 
O gene U83 codifica para a quimiocina e tem atividade quimiostática para células 
monocíticas
38
. 
O gene U94 é um fator de transcrição, que se liga à proteína de ligação humana TATA e 
é transcrito em linfócitos com infeção latente. O que sugere que contribui para a 
manutenção da latência. Alguns estudos in vitro mostraram que a proteína U94 inibe 
fortemente a replicação do HHV-6 em células infetadas, confirmando a sua função 
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reguladora. Embora presente apenas no genoma de HHV-6, o U94 também é capaz de 
inibir a replicação dos outros betaherpesvírus, HCMV e HHV-7
20
. 
 
O genoma do HHV-6 é formado por uma região central única, região U, com 
aproximadamente 143 kb. Esta região é flanqueada em ambas as extremidades por 
repetições diretas de terminal (DR), cada uma com 8 a 9 kb de comprimento, 
designadas de DR1 a DR7
38
. As DRs contêm uma sequência repetitiva em tandem que 
também está presente nos telómeros humanos, são ricas em G+C e contêm elementos 
genéticos necessários ao empacotamento e replicação do DNA.  
O HHV-6A e 6B codificam 119 ORF, localizadas na região U
41
. As ORF são 
designadas por U1 a U100, das quais nove estão ausentes no HHV-6A, e são únicas 
para o HHV-6B (B1 a B9)
20,38
. As regiões codificantes estão localizadas em ambas as 
cadeias de DNA e poucos genes sofrem splicing após a transcrição
43
. 
 
 
 
Figura 2 - Organização genética do Virus Herpes Humano 6
100
. 
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O HHV-6A e HHV-6B têm 90% de homologia na sequência de nucleótidos, sendo 
algumas regiões de DNA conservadas entre as duas espécies, enquanto outras regiões 
apresentam variabilidade concordante com as regiões específicas
20
. A diferença da 
homologia na sequência de nucleótidos é mais variável na extremidade direita da região 
U (U86 – U100). Alguns genes deste extremo codificam para proteínas IE (Immediate 
Early), onde o HHV-6A e HHV-6B são mais divergentes. Essas diferenças são 
importantes nas propriedades biológicas distintas de cada espécie. Os três genes do 
HHV-6B (B3, B6 e B7) também codificam para proteínas IE e proporcionam mais 
evidências de que estas espécies têm comportamentos biológicos diferentes
43
.  
 
As diferenças nas propriedades fenotípicas entre ambos são percetíveis através da 
glicoproteína Q do invólucro (gp82/105), codificada pelo gene U100, envolvido na 
ligação do recetor viral e na fusão da membrana. As diferenças nas sequências 
homólogas do gene U100 podem contribuir para os diferentes tropismos entre o HHV-
6A e 6B
43
. 
 
O conteúdo de guanina e citosina presente no HHV-6 é de 43-44%, sendo o mais baixo 
de todos os herpesvírus conhecidos. O genoma com o qual este vírus apresenta maior 
homologia é com o do HCMV, com 67% de proteínas homólogas
47,118
. O que aparenta 
serem provenientes de duas linhagens evolucionárias distintas (citomegalovírus e 
roseolovírus)
1
. Comparações entre o HHV-6 e o HCMV revelam que o genoma do 
HCMV é aproximadamente 50% mais longo e mais complexo, com vários genes em 
falta no HHV-6 e tem um segmento genómico que é colinear de um fragmento de 115 
kb do HHV-6
56
.  
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Tabela 2 - Famílias de genes do HHV-6 e do HCMV
37
. 
 
 
 
Apesar da divergência biológica entre o HCMV e os três roseolovírus (HHV-6A, HHV-
6B, HHV-7), existem algumas semelhanças biológicas que sugerem a conservação 
evolucionária. Nomeadamente, o tropismo para as células hematopoiéticas da linhagem 
mieloide e os genes de latência com estrutura e localização semelhantes
43
. 
 
Os betaherpesvírus distinguem-se dos alphaherpesvírus e dos gammaherpesvírus através 
da codificação de genes pertencentes à família do gene US22 do HCMV (Tabela 2).  
 
 
1.4 – ESTRATÉGIA DE REPLICAÇÃO VIRAL 
 
Os vírus dependem de um hospedeiro vivo para se reproduzirem, uma vez que não se 
podem replicar fora do hospedeiro. Por este motivo são considerados parasitas 
intracelulares obrigatórios.  
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Os herpesvírus entram nas células por ligação a um recetor celular existente à superfície 
da membrana celular. Após a ligação do HHV-6 aos recetores da membrana celular, os 
viriões são internalizados em vesículas, por endocitose. No citoplasma, dá-se a remoção 
do invólucro da partícula viral e a nucleocápside é transportada através de microtúbulos 
até ao poro nuclear, onde ocorre a libertação do DNA viral para o núcleo da célula
42
. No 
núcleo, inicia-se a transcrição dos genes virais e a replicação do DNA viral. A 
replicação do DNA viral começa no oriLyt localizado entre a extremidade 5’ do gene 
U41 e a extremidade 3’ do gene U42. O genoma viral é transcrito em mRNA por 
enzimas celulares existentes no virião. Em seguida, o genoma viral é envolvido pela 
nucleocápside e sai do núcleo. No citoplasma, o virião adquire o tegumento e o 
invólucro. Por fim, na fase madura, a partícula viral deixa a célula (Figura 3)
38
. 
 
 
Figura 3 - Ciclo replicativo dos herpesvírus. Entrada na célula hospedeira e expulsão de 
viriões
38
. 
 
O recetor celular que permite a ligação do vírus HHV-6 à célula é o CD46, que é 
também utilizado por outros vírus e bactérias. O CD46 é amplamente expresso pelas 
células nucleadas e tem como função regular a ativação do complemento
5,26,109,131
.  
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As glicoproteínas codificadas pelos herpesvírus são cruciais na ligação aos recetores 
celulares, penetração nas células, disseminação célula-a-célula e formação de partículas 
virais. Estas glicoproteínas são importantes na fusão celular, mas não significa que 
tenham de interagir fisicamente com o recetor CD46
141
. 
O complexo gH-gL-gB é essencial para que a fusão com a membrana celular ocorra, 
libertando a cápside viral para o citoplasma. Este heterodímero é altamente conservado 
nos herpesvírus, cujas glicoproteínas são codificadas pelos genes U48, U82 e U39, 
respetivamente
38
. O heterodímero gH-gL pode associar-se a uma proteína adicional que 
proporciona a especificidade de recetor. Para melhor caracterizar as glicoproteínas 
envolvidas na fusão, foi demonstrado que o heterodímero gH-gL também forma um 
complexo tripartido com gQ. A glicoproteína gQ é codificada pelo gene U100, presente 
nos viriões do HHV-6 e HHV-7 e é o ligando viral do CD46
107,108
.  
Nos viriões do HHV-6B foi detetado um segundo complexo, gH-gL-gO (gO é 
codificado pelo gene V47), que não interage com o recetor CD46 (Figura 4). Verificou-
se, assim, que o HHV-6B tem menor afinidade para o recetor CD46, em comparação 
com o HHV-6A
109
. 
 
 
Figura 4 - Interação entre o complexo de glicoproteínas do HHV-6 e os recetores 
celulares. 
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Os genes virais são transcritos de modo bem regulado e estão divididos do seguinte 
modo:  
 Immediate Early Genes (genes IE), independentes da síntese de novas proteínas, 
codificam para fatores de transcrição e proteínas reguladoras e ativam os genes 
E;  
 Early Genes (genes E), codificam proteínas importantes para o metabolismo e 
replicação de DNA viral, como a DNA polimerase viral;  
 Late Genes (genes L), ativados pelo DNA viral e proteínas virais, codificam 
para proteínas estruturais, importantes na montagem do virião
 
(Figura 5)
116
.  
 
 
Figura 5- Expressão dos genes e a sua função durante a infeção. 
 
O HHV-6A e 6B apresentam, entre si, diferenças temporais na expressão de genes virais 
e também apresentam padrões de splicing diferentes. No caso do HHV-6B, o ciclo de 
replicação pode ser subdividido em seis classes cinéticas: Grupos I e II, que 
correspondem aos genes IE, grupos III e IV que correspondem aos genes E e L e grupos 
V e VI correspondentes aos genes L
104,116
.  
À medida que ocorre a síntese de DNA viral, a molécula circular funciona como molde 
de replicação, resultando em múltiplas cópias de DNA viral, que são encapsuladas 
através de proteínas de clivagem e montagem. 
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O tempo necessário para que ocorra um ciclo de repicação viral, desde a infeção até à 
libertação de novos viriões da célula, é aproximadamente de 72h
20,38
. 
 
 
1.4.1 – TROPISMO CELULAR 
 
Tropismo celular é a predileção que os vírus têm para determinado tipo de células, em 
detrimento de outras.  
Inicialmente pensou-se que o HHV-6 infetava linfócitos B, o que originou a designação 
de vírus B-linfotrópico. Atualmente, o HHV-6 é considerado um vírus T-linfotrópico, 
uma vez que ambas as espécies infetam linfócitos T CD4
+
, mas os linfócitos B não são 
infetados pelo HHV-6. Os linfócitos T CD8
+
 e as células NK são altamente suscetíveis à 
infeção pelo HHV-6A, in vitro
38,111
.  
Contudo, o HHV-6 tem a capacidade de infetar uma grande variedade de células, in vivo 
ou in vitro, o que é consistente com a natureza ubíqua do seu recetor celular, CD46
131
. 
In vitro, foi detetado DNA do HHV-6B em granulócitos, monócitos, linfócitos T CD4
+
 e 
T CD8
+
, dependendo da sua diferenciação
76
. Este vírus também apresenta tropismo para 
o tecido linfoide e pode infetar o SNC, assim como células epiteliais e endoteliais. É 
plausível que os PBMC sejam infetados durante a infeção primária
63
.  
Após a primoinfeção, o vírus é disseminado para outros tecidos, provocando infeção nas 
células endoteliais. Vários estudos identificaram, in vivo, a presença de DNA do HHV-6 
no endotélio vascular, assim como, danos ao nível das células endoteliais, originados 
pelo vírus
1
.  
O HHV-6 é um vírus neurotrópico, ou seja, tem a capacidade para infetar células 
neuronais
20,91
. Alguns estudos sustentam a hipótese de que o HHV-6A é mais 
neurotrópico do que o HHV-6B, uma vez que este último raramente é identificado nos 
doentes
63
. 
A notável diversidade de tropismo celular e tecidular deste vírus é justificada pelo 
recetor CD46 que está presente na superfície das células nucleadas
131,132
. 
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1.5 – EPIDEMIOLOGIA 
 
O HHV-6 é um vírus com distribuição mundial, mais de 90% dos adultos apresentam 
anticorpos contra este vírus
20,21,24,31
.  
Estudos epidemiológicos demonstram que o HHV-6 tem elevada prevalência na 
população humana, uma vez que a infeção primária ocorre entre os seis meses e os dois 
anos de idade
115
. 
O HHV-6 é responsável por uma importante percentagem das visitas pediátricas às 
urgências, por convulsões febris e pode, inclusivamente, levar à hospitalização de 
crianças. A maioria das infeções nos imunocompetentes é causada por HHV-6B
20,51
.  
A associação com o HIV induz algumas variações geográficas entre o HHV-6A e o 
HHV-6B. Por este motivo, o HHV-6A tem sido identificado mais frequentemente na 
região do Zambia
82
.  
A reativação do HHV-6B é mais frequente do que a do HHV-6A em indivíduos 
transplantados
20,25
.  
A associação entre a infeção primária e a convulsão febril em crianças tem-se verificado 
entre os 12 e os 15 meses de idade. Neste grupo etário, cerca de 36% das crianças com 
primoinfeção por HHV-6 manifestaram convulsões, em contraste com 13% de crianças 
sem doença febril relacionada com o HHV-6
21
. Entre as crianças que apresentaram 
convulsões febris originadas por HHV-6, a incidência de convulsões febris recorrentes é 
significativamente menor do que nas crianças que tiveram convulsões febris provocadas 
por outros motivos, respetivamente 20% versus 40%. No entanto, verificou-se que a 
frequência de convulsões com formas mais severas é significativamente mais elevada 
entre crianças com infeção primária por HHV-6 do que em crianças que não 
apresentavam esta primoinfeção
21
. 
 
 
1.6 – FORMAS DE TRANSMISSÃO 
 
O modo de transmissão não é claro, mas o HHV-6 replica-se nas células epiteliais e está 
presente na saliva, o que sugere que as secreções orais contribuem para a transmissão, 
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especialmente do HHV-6B
20
. Cerca de 83-100% da população adulta saudável 
apresenta HHV-6B na saliva, enquanto menos de 1% manifesta HHV-6A na saliva. A 
sua frequência difere pouco entre crianças e adultos. Com base nestas observações, 
conclui-se que a transmissão horizontal através da saliva é a via de transmissão mais 
comum
23
. 
A presença de DNA de HHV-6 nos leucócitos de 30% das crianças durante o primeiro 
mês de vida, tem levantado a questão da transmissão perinatal e congénita da infeção
36
. 
Embora se presuma que a transmissão horizontal através da saliva de adultos 
assintomáticos seja a via mais comum de transmissão, a infeção congénita verifica-se 
em cerca de 1% dos recém-nascidos e é assintomática
20,23
. A primoinfeção durante a 
gravidez não é muito comum. No entanto, a reativação do HHV-6 pode ocorrer tão 
frequentemente como observado no HCMV, sendo a transmissão fetal passível de 
ocorrer
26
. 
A transmissão vertical também foi sugerida. Dado ter sido detetado DNA do HHV-6B 
no muco cervical em 19% das grávidas e em 1% no sangue do cordão umbilical dos 
recém-nascidos. A reativação do HHV-6 durante a gravidez foi sugerida pelo aumento 
da frequência de deteção de DNA, tanto no sangue periférico como em exsudados 
vaginais de grávidas durante o princípio da gestação, essencialmente no terceiro 
trimestre
23
.  
Também foram realizados estudos no leite materno, mas não foi detetado DNA do 
HHV-6, o que indica que a amamentação não faz parte da via de transmissão do vírus, 
como acontece no HCMV. O HHV-6B também se encontra integrado no genoma das 
células do sangue periférico, o que sugere uma possível transmissão genética. 
 
 
1.7 – PATOGÉNESE DO VÍRUS HERPES HUMANO 6 
 
Os herpesvírus podem quebrar as funções imunes e/ou induzir mutações em células 
infetadas. Sozinhos ou associados a outros vírus, podem transformar células, quando a 
expressão de genes virais específicos induz mutações no genoma do hospedeiro
66
. 
As infeções por roseolovírus provocam alterações significativas no metabolismo das 
células hospedeiras. A infeção induz o término da síntese de DNA da célula e estimula a 
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síntese de proteínas virais
20
. 
Tendo em consideração que o HHV-6 apresenta tropismo para uma grande variedade de 
células e tecidos humanos, torna-se evidente que este vírus pode desempenhar um papel 
importante na patogénese de variadas doenças
1
. Em contrapartida, o facto de ser ubíquo, 
dificulta a sua associação a doenças.  
 
Na história natural da infeção por HHV-6 podem ser reconhecidas três fases. A primeira 
é representada por uma infeção primária aguda, em recém-nascidos. A segunda ocorre 
em crianças e adultos saudáveis. O vírus replica-se nas glândulas salivares e é secretado 
na saliva (HHV-6B), sem induzir qualquer patologia óbvia, permanece latente em 
linfócitos, monócitos e persiste em vários tecidos, com uma réplica de baixo nível. Por 
fim, a terceira fase ocorre com pouca frequência, geralmente em indivíduos 
imunocomprometidos e está associada à reativação de vírus latentes ou reinfeção
125
. 
 
 
1.7.1 – INFEÇÃO PRIMÁRIA E MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS 
 
A primeira doença claramente associada à infeção pelo HHV-6 foi o exantema súbito 
(Roseola infantum ou sexta doença), com um período de incubação de uma a duas 
semanas, que se caracteriza por febre elevada (superior a 38ºC) e desenvolvimento de 
erupção cutânea específica, após a resolução do estado febril. Apenas uma pequena 
percentagem de crianças desenvolve o quadro exantemático, a maioria desenvolve 
unicamente um estado de doença febril curto e indiferenciado
20, 25,38
. 
Embora usualmente sejam estes os sinais e sintomas do exantema súbito em crianças 
com infeção por HHV-6, também se verifica raramente uma associação desta doença a 
determinadas condições neurológicas, nomeadamente, encefalite, meningite e 
convulsões febris
12,21,41
.  
As convulsões febris são condicionadas pela idade e é do conhecimento geral que o 
HHV-6 pode ser responsável pelas convulsões febris, tendo em conta as propriedades 
neurotrópicas do vírus
38,82
. Por outro lado, alguns estudos defendem que o HHV-6, em 
geral, não é patogénico, uma vez que se trata de um vírus que reside no cérebro 
humano, com potencial para a neurovirulência
21
. 
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Alguns doentes não apresentam a clássica Roséola, levando a diagnósticos diferentes, 
como otite média, sépsis e meningoencefalites. Muitas crianças são diagnosticadas 
como tendo sarampo ou outros exantemas, quando na realidade é uma infeção por 
HHV-6
31
. 
A primoinfeção, numa faixa etária mais elevada, é rara e está associada à doença febril 
indiferenciada, erupções cutâneas e linfocitose atípica
20
. 
Após a infeção primária, o vírus permanece latente em múltiplos locais e pode 
ocasionalmente reativar sob um estado de imunodeficiência
82
. 
 
 
1.7.2 – FASE DE LATÊNCIA 
 
A habilidade dos herpesvírus para se tornarem latentes e serem reativados 
esporadicamente, é uma característica das infeções por esta família. Estes vírus 
disponibilizam consideráveis recursos genómicos para prevenir a apoptose da célula 
hospedeira. Para entender a patogénese dos herpesvírus, é importante conhecer quais 
são as células em que os vírus ficam latentes (PBMC e células do SNC). No caso do 
HHV-6 suspeita-se que os locais de eleição são o cérebro, a medula óssea, as glândulas 
salivares e as células do sangue periférico
38
.  
A persistência dos roseolovírus no hospedeiro pode incluir o estado de latência 
verdadeiro (ausência de produção de vírus infeciosos) e o estado de replicação crónica 
de baixo nível, com produção contínua e intermitente de viriões novos. Estas duas 
formas de persistência podem existir no mesmo indivíduo, ocorrendo em locais 
anatómicos diferentes. A infeção crónica ocorre nas glândulas salivares e no tecido 
cerebral, enquanto o verdadeiro estado de latência, com episódios de reativação ocorre 
principalmente em monócitos, macrófagos, linfócitos T CD4
+ 
e células progenitoras de 
medula óssea
20
.  
Após a infeção primária, o genoma dos herpesvírus permanece latente sob a forma de 
um epissoma circular. As sequências de DNA podem ser detetadas em vários tecidos de 
indivíduos imunocompetentes assintomáticos, incluindo células mononucleares do 
sangue periférico, SNC, glândulas salivares, pâncreas, fígado, trato urinário e trato 
genital feminino
9,23
. O decréscimo da expressão dos genes virais líticos permite a 
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estabilização da replicação do genoma viral e consequente ausência de novos viriões 
infeciosos recém-formados
9,38
.  
A persistência em múltiplos locais, implica uma provável reativação que pode ser 
associada a várias doenças e à imunodeficiência
24
. Em hospedeiros imunocompetentes, 
o HHV-6 pode reativar durante a gravidez ou na coinfecção com HHV-7, HIV, sarampo 
ou vírus da Dengue
82
. 
 
 
1.7.3 – INTEGRAÇÃO DO HHV-6 NO CROMOSSOMA HUMANO 
 
Evidências recentes sugerem que o genoma do vírus pode ser integrado no DNA da 
célula hospedeira, tanto in vivo como in vitro, nas terminações dos cromossomas 1, 17 e 
22, com uma frequência de 0,2-0,8%, podendo ocorrer em células germinativas
23
. Estas 
descobertas são fundamentadas pela presença de sequências teloméricas, nos 
cromossomas humanos, semelhantes às sequências repetidas na porção terminal do 
genoma do HHV-6, e pela proteína U94, que funciona como mediador da integração do 
DNA nas células humanas
38
. 
O HHV-6 integrado no cromossoma (CIHHV-6) foi descrito e quantificado em 
indivíduos saudáveis. Cerca de 1% dos doadores de sangue têm DNA de HHV-6 
integrado no seu genoma
19
. O nível de carga viral no sangue total vai desde 10
6
 
cópias/ml a 10
7
 cópias/ml
119
. Assim, as amostras sanguíneas de indivíduos com 
sequências de HHV-6 integradas nos cromossomas celulares podem apresentar elevada 
carga viral, mesmo quando estes indivíduos estão saudáveis
39,122
. 
 
 
1.7.4 – PROCESSO DE REATIVAÇÃO DO HHV-6 
 
Assim como todos os Herpesviridae, após a infeção primária, o HHV-6 tem a 
capacidade de estabelecer uma infeção latente no seu hospedeiro, que reativa 
ocasionalmente, o que pode induzir a expressão de novas manifestações clínicas
5
.  
A reativação do HHV-6 em adultos imunocompetentes resulta da imunossupressão do 
indivíduo, podendo ocorrer na gravidez ou em períodos de doença crítica
40
. 
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O HHV-6 quando latente nas glândulas salivares, PBMC e SNC, pode reativar em 
indivíduos imunossuprimidos, provocando febre, erupções cutâneas, encefalite, 
hepatite, supressão da medula óssea e rejeição de órgãos transplantados
76,122
. Em 
doentes imunocomprometidos, como em doentes transplantados e doentes com SIDA, a 
reativação por HHV-6 pode ser sintomática ou assintomática. No primeiro caso, está 
associada à encefalite, erupção cutânea, febre, pneumonite intersticial, síndrome da 
bronquiolite obliterante, mielossupressão e doença severa do enxerto-hospedeiro, assim 
como supressão do mieloenxerto em doentes com transplante de medula óssea
39
.  
A reativação do HHV-6 está geralmente associada à infeção por HCMV ou à rejeição do 
órgão transplantado. Sendo esta infeção frequentemente reativada entre duas a quatro 
semanas após o transplante ou no início de uma doença em indivíduos transplantados 
imunossuprimidos. As reativações de HHV-6B e HHV-6A têm sido detetadas em 
pacientes transplantados, embora a reativação de HHV-6A seja menos comum
73
. 
 
Dados recentes sugerem que as citoquinas inflamatórias podem desempenhar um papel 
importante na reativação de HHV-6. As IL-6 (Interleucina-6) e o TNF-α (Tumor 
Necrosis Factor-α) são produzidos primariamente pelos monócitos e macrófagos, que 
são os prováveis reservatórios do HHV-6 latente. Assim, sugere-se que há uma 
associação entre a reativação do HHV-6 e os níveis elevados de IL-6 e TNF-α. Em 
contrapartida, as células T CD4
+
 e T CD8
+
 são expressas em resposta à reativação do 
HHV-6 e os anticorpos previnem a disseminação de vírus líticos
122
.  
Alguns estudos apontam para que a replicação deste vírus possa ser induzida pela 
apoptose celular. Esta vertente permite explicar os elevados níveis de DNA do HHV-6 
no cérebro de doentes com Alzheimer. Deste modo, pode-se assumir que a reativação 
não é apenas induzida pela imunossupressão do hospedeiro. 
 
Um fármaco que induz a reativação do HHV-6, in vitro, é a Amoxicilina. Claramente, a 
exposição a fármacos é um fator chave na infeção primária, tendo em atenção que as 
citoquinas induzidas por alergia a fármacos podem proporcionar a reativação do HHV-
6. Uma vez reativado, este vírus pode contribuir para a Síndrome da Hipersensibilidade 
Induzida por Drogas (DHIS), levando a um prolongamento do curso da mesma, com 
resolução lenta, sinais e sintomas recorrentes
1
. Esta Síndrome pode ocorrer quando as 
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células B e a produção de imunoglobulinas permitem a reativação de HHV-6, em 
conjunto com a presença de células T
122
.  
 
A reinfeção consiste numa infeção com uma nova estirpe de HHV-6 num indivíduo que 
seja seropositivo para HHV-6. Alguns estudos reportaram o isolamento de mais de uma 
estirpe de HHV-6 em adultos e crianças, isto indica que pode ocorrer reinfeção
38
. No 
entanto, a frequência e a patogenicidade destas infeções exógenas são pouco 
conhecidas
5
. 
 
 
1.7.5 – ASSOCIAÇÃO DO HHV-6 A OUTROS QUADROS CLÍNICOS 
 
Os roseolovírus podem ser considerados agentes patogénicos oportunistas, visto que 
podem persistir assintomaticamente em imunocompetentes, mas podem provocar várias 
patologias no contexto da imunossupressão
20
.  
O HHV-6 tem sido associado a distúrbios neurológicos, incluindo meningite e encefalite 
em adultos e crianças imunocompetentes. O HHV-6B é o vírus dominante na infeção de 
PBML e está relacionado com estados febris epiléticos e a reativação da infeção em 
imunossuprimidos após transplantação. A elevada prevalência de HHV-6A tem sido 
associada à esclerose múltipla, tiroidite de Hashimoto, hepatite das células gigantes, 
síndrome da fadiga crónica, distúrbios neurológicos, linfomas e disfunção imune em 
imunocomprometidos (indivíduos infetados por HIV e/ou sujeitos a supressão 
imunológica por fármacos)
25,51
.  
 
A elevada prevalência da infeção por HHV-6A está associada a Esclerose Múltipla 
(MS)
25
. Suspeita-se que existam dois mecanismos pelos quais o HHV6-A provoca MS. 
A primeira hipótese propõe a reativação do HHV-6A como potencial agente 
responsável pela autoimunidade e dano tecidular, associado às lesões desenvolvidas na 
MS. A segunda hipótese visa a interação CD46-HHV-6A, sendo o HHV-6A o 
responsável pelo processo neuroinflamatório, devido à sua ligação ao recetor celular 
CD46 durante a infeção
128,154
. 
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A infeção ou reativação por HHV-6 em doentes com SIDA é reportada como sendo 
responsável por doenças severas, nomeadamente pneumonite fatal, encefalite e 
retinite
1,19
. O HHV-6 tem sido proposto como cofator na SIDA, pois tanto o HHV-6 
como o HIV têm tropismo para o mesmo tipo de células (linfócitos T CD4
+
). Ambos co-
infetam as mesmas células e interagem sinergicamente. Esta interação pode ter 
relevância biológica, uma vez que o HHV-6 influencia a expressão de vários mediadores 
imunológicos, como o TNF-α, que ativa a expressão do HIV
38
. Indivíduos infetados 
com HIV exibem frequentemente reativação do HHV-6. Alguns estudos defendem que 
as crianças que adquiriram HIV por transmissão vertical, quando sujeitas à infeção 
primária por HHV-6, adquirem uma progressão acentuada da doença, durante o primeiro 
ano de vida. Nestes casos, o HHV-6 pode ser um fator que acelera a progressão para a 
SIDA, pois o HHV-6 tem tropismo para células T CD4
+
 e provoca efeitos 
citopatológicos. A ativação da expressão do HIV, a indução de células T CD4
+
 e células 
T CD8
+
 aumentam a replicação do HHV-6. Concluindo, o HHV-6 pode de facto, 
promover a progressão da SIDA
21,51
. 
Num modelo in vivo, verifica-se que em indivíduos seropositivos para o HIV, a 
reativação do HHV-6 tem efeitos mínimos na progressão da doença. Em contrapartida, 
noutros estudos, é demonstrado que há uma repressão da replicação do HIV aquando de 
uma infeção por HHV-6
38
.  
Apesar da infeção ativa ser frequentemente detetada em indivíduos infetados com HIV, 
não é claro se o HHV-6 atua meramente como oportunista ou se acelera a progressão da 
SIDA
38
. 
 
A infeção do sistema cardiovascular por HHV-6 na infância é raro, apesar de terem sido 
identificados casos no Japão com HHV-6B
1
. Foi sugerido que as células endoteliais e os 
miócitos poderiam ser reservas importantes do vírus durante a fase de latência e de 
reativação. Na realidade, parece haver uma correlação entre a infeção do miocárdio e a 
disfunção arterial em ambas as artérias, coronárias e periféricas
1,129
. Recentemente 
também foi descoberto que o gene U94 do HHV-6 consegue inibir a angiogénese in 
vitro. Assim, a infeção do miocárdio por este vírus pode tornar o miocárdio vulnerável à 
isquémia, aumentando o risco de arritmia e enfarte
1,19
. 
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Alguns autores sugerem que o HHV-6, também pode ser um vírus oncogénico. No 
entanto, os vírus oncogénicos estão restringidos aos gammaherpesvírus (EBV e HHV-8 
– herpesvírus associado ao sarcoma de Kaposi). O HHV-6 tem genes capazes de 
provocar oncogénese, como o gene U95, que tem locais específicos de ligação ao NF-
kB. A desregulação do NF-κB tem sido postulada como condicionador de cancro, 
devido aos seus efeitos tanto na via proliferativa, como na via apoptótica
1
.  
 
In vitro, o HHV-6 infeta as linhas celulares epidérmicas e as células endoteliais 
humanas, o que sugere que o HHV-6 possa estar envolvido no desenvolvimento de 
doenças de pele
1
.  
 
  
1.8 – OBJETIVO DO ESTUDO 
 
O presente trabalho tem como objetivo principal determinar a taxa de infeções pelo 
HHV-6 num grupo de crianças com o diagnóstico clínico de convulsões febris, através 
de técnicas de Biologia Molecular, especificamente, PCR em tempo real.  
Um objetivo adicional deste estudo refere-se à otimização de uma estratégia que vise 
melhorar o diagnóstico das infeções primárias pelo HHV-6, recorrendo a técnicas como 
a avidez das IgG e a determinação da carga viral no sangue total e plasma por PCR em 
tempo real, além da serologia clássica com deteção e quantificação dos anticorpos IgM 
e IgG, utilizando técnicas de ELISA e IFA.  
Este estudo teve como objetivos secundários a análise da existência de co-infeção entre 
o HHV-6 e o HCMV, assim como a associação entre o HCMV e a convulsão febril.A 
pesquisa de HCMV visa a deteção e quantificação do DNA do HCMV efectuada através 
de duas técnicas de PCR em tempo real, assim como o estudo da serologia para o 
HCMV e a respetiva avidez das IgG. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
2.1 – DESENHO DO ESTUDO  
 
Para a elaboração deste trabalho foram selecionadas todas as crianças admitidas no 
serviço de urgência do Hospital D. Estefânia (HDE) - Centro Hospitalar de Lisboa 
Central (CHLC), com febre igual ou superior a 38ºC e com o diagnóstico clínico de 
convulsão febril. A investigação decorreu entre o período de Outubro de 2012 e Julho 
de 2013, tendo sido aprovada pela Comissão de Ética do Centro Hospitalar de Lisboa 
Central. A participação no estudo foi autorizada, por parte dos doentes, através do 
consentimento informado, assinado pelos pais das respetivas crianças. 
As informações clínicas, nomeadamente, idade, tipo de convulsão, causa e tempo de 
febre, hitória familiar de convulsão, sinais e sintomas, foram fornecidas pelo Serviço de 
Urgência do HDE. Estes dados foram recolhidos para, posteriormente, serem 
correlacionados com os resultados obtidos no decorrer da investigação. 
O serviço de urgência do HDE não teve acesso aos resultados do estudo, sendo que 
estes foram utilizados apenas para fins de investigação.  
 
 
2.2 – POPULAÇÃO 
 
A população estudada foi constituída por 49 crianças, com idades compreendidas entre 
os 4 meses e os 5 anos de idade. 
 
 
2.3 – AMOSTRAS 
 
As amostras foram recolhidas em tubos secos (com sílica gel), para obtenção de soro, e 
em tubos de EDTA K3 (Ácido Etilenodiamino tetra-acético tripotássico), para obtenção 
de sangue total e, posteriormente, de plasma.  
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A primeira colheita foi realizada à entrada no serviço de Urgência, tendo sido recolhido 
na fase aguda 48 amostras de soro, 46 de sangue total e 35 de plasma.  
A segunda recolha foi realizada cerca de 4 a 8 semanas após o episódio de urgência, 
tendo sido obtido o soro de 16 crianças. Deste modo, obtiveram-se 16 amostras pares de 
soro. As restantes crianças faltaram à segunda colheita, tendo sido as amostras de fase 
aguda analisadas separadamente. 
 
 
2.3.1 – TRANSPORTE, TRATAMENTO E CONSERVAÇÃO DAS AMOSTRAS 
 
As amostras em tubos secos foram centrifugadas durante 10 minutos a 3600 rpm para 
obtenção de soro. O soro foi separado para outro tubo e congelado a -80ºC.  
As amostras em tubos de EDTA K3 foram guardadas a 4ºC até à sua deslocação para o 
Laboratório de Microbiologia, não excedendo as 72 horas após a colheita.  
Ambas as amostras colhidas, em tubos secos e EDTA K3, foram transportadas em arcas 
refrigeradas para o Laboratório de Microbiologia da Faculdade de Ciências Médicas de 
Lisboa.  
No laboratório, aos tubos de EDTA K3 foi retirada uma alíquota, correspondente ao 
sangue total. O restante sangue foi centrifugado a 1500 rpm, durante 10 minutos, de 
modo a permitir a obtenção de plasma.  
As amostras de sangue total, plasma e soro foram conservadas a -80ºC em tubos 
próprios de congelação, corretamente identificados. 
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2.4 – RESUMO DO PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 
 
O procedimento experimental deste estudo está esquematizado na figura que segue 
abaixo. Para a pesquisa de HCMV foram utilizadas as amostras dos doentes em estudo 
na pesquisa de HHV-6. 
 
Figura 6 - Esquema da componente prática do trabalho. 
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2.5 – DIAGNÓSTICO LABORATORIAL DO HHV-6 
 
2.5.1 – SEROLOGIA DO HHV-6 
 
2.5.1.1 – ELISA 
 
A técnica utilizada para a pesquisa de imunoglobulinas IgG e IgM é uma ELISA, 
utilizando o kit Panbio
® 
HHV6 IgG e Panbio
® 
HHV6 IgM (Alere, Massachusetts, 
Estados Unidos da América) (ver em ANEXO I e II o protocolo da técnica).  
 
Esta técnica consiste num ensaio imunoenzimático (EIA) que se destina à deteção 
qualitativa dos anticorpos da classe das IgG e IgM de HHV-6 no soro humano. 
A pesquisa de IgM anti-HHV-6 auxilia no diagnóstico laboratorial clínico da infeção 
primária ou infeção por HHV-6 reativada em pacientes que apresentem sintomas 
clínicos consistentes com a infeção por HHV-6. 
Esta técnica de pesquisa de IgG do HHV-6 auxilia no diagnóstico clínico laboratorial de 
pacientes com exposição recente ou passada ao HHV-6. 
 
 
 
Figura 7 - Tempo de resposta imunitária após infeção por HHV-6. 
 
Quando os anticorpos para o antigénio do HHV-6 estão presentes no soro do paciente, 
combinam-se com os antigénios de HHV-6 que revestem a superfície de poliestireno 
dos micropoços. O soro residual é removido por lavagem e adiciona-se a peroxidase 
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conjugada com anticorpos anti-IgM ou anti-IgG humanos, consoante o kit. Os 
micropoços são lavados e o substrato é adicionado, tetremetilbenzidina/peróxido de 
hidrogénio (Cromogéneo TMB incolor). O substrato é hidrolisado pela enzima e o 
cromogéneo muda para a cor azul. Por fim, adiciona-se ácido de modo a que a reação 
pare, o TMB muda para amarelo. O desenvolvimento de cor é indicativo da presença de 
anticorpos IgM ou IgG do HHV-6 no teste da amostra. 
 
  
2.5.1.2 – AVIDEZ  
 
Para determinar se a presença de IgG anti-HHV-6 corresponde a uma infeção recente ou 
passada, realizou-se o estudo das IgG por ELISA (com base no kit acima referido), de 
acordo com as instruções do fabricante, tendo sido apenas alterado um passo: 
substituição da solução de lavagem do primeiro passo de lavagem por uma solução de 
ureia. Foram testadas três concentrações diferentes (3 M, 6 M e 8 M). Com base na 
literatura e tendo sido semelhantes os resultados das três concentrações testadas, optou-
se por realizar a avidez das IgG anti-HHV-6 com a solução de ureia de concentração 8 
M. Neste ensaio, a imersão do complexo antigénio-anticorpo com a solução contendo 
ureia (8 M) permite a libertação de anticorpos de baixa avidez, mantendo aqueles cuja 
avidez é elevada.  
 
O índice de avidez é calculado do seguinte modo: 
 
        
                                            çã            
                                           çã          
       
 
 
2.5.1.3 – IFA 
 
Para confirmação da presença de IgG obtidas pela técnica de ELISA, foi utilizado o kit 
Biotrin Human Herpesvirus-6 IgG IFA, Diasorin, Saluggia, Itália. Este ensaio de 
imunofluorescência indireta (IFA) destina-se a detetar anticorpos IgG do HHV-6 no 
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soro. A técnica foi elaborada de acordo com as instruções do fabricante (ver ANEXO 
III). 
Esta técnica utiliza o método de imunofluorescência indireta para deteção de anticorpos 
por determinação qualitativa. As amostras do soro dos doentes são incubadas com o 
antigénio HHV-6 imobilizado, previamente estabilizado numa lâmina de vidro. Se os 
anticorpos de IgG de HHV-6 estiverem presentes na amostra, forma-se um complexo 
estável com o antigénio. O anticorpo ligado reage com um IgG anti-humano de cabra 
conjugado com fluoresceína. Este complexo é visualizado com um microscópio 
fluorescente. Uma reação positiva de anticorpo denota-se por fluorescência verde 
brilhante. 
 
 
2.5.2 – DETEÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DE DNA HHV-6 
 
2.5.2.1 – EXTRAÇÃO DE DNA 
 
Para extração do DNA viral no sangue total e plasma, foi utilizado o Kit de Purificação 
JetQuick
®
 Genomic DNA, Genomed, Löhne, Alemanha. A técnica foi elaborada de 
acordo com as instruções do fabricante (ver ANEXO IV). 
Esta técnica consiste na obtenção de DNA genómico através das várias fases de 
tratamento da amostra: 
 
1. Preparação do Lisado – Esta fase compreende a minimização das possíveis 
interferências durante a obtenção de DNA puro, através dos seguintes processos: 
a. Desnaturação das proteínas com um tampão de lise celular; 
b. Digestão enzimática das proteínas desnaturadas e libertação do DNA 
genómico das proteínas a ele ligadas com Protease Genomed (20 mg/ml); 
c. Digestão do RNA residual com a RNase A (20 mg/ml); 
 
2. Fixação do DNA genómico na membrana de sílica – Esta fase consiste na 
passagem do lisado por uma coluna com membranas de sílica permitindo a 
ligação do ácido nucleico à sílica. 
 
 
 
28 
 
3. Purificação do DNA genómico – Nesta fase são utilizados duas soluções de 
lavagem que permitem a eliminação das impurezas da coluna e outros 
contaminantes presentes no lisado; 
 
4. Eluição do DNA genómico – Este processo engloba a passagem de 10 mM Tris-
HCl pH=8,5, uma solução que liberta o DNA genómico da membrana de sílica. 
 
No final deste processo obtém-se DNA genómico que deverá ser armazenado a -20ºC.  
 
Para garantir que as amostras foram extraídas corretamente, foi realizado a cada sessão 
de extração um controlo negativo e um controlo positivo, que consiste na substituição 
da amostra (sangue total ou plasma) por água destilada e IC2, respetivamente. 
 
 
2.5.2.2 – KIT PCR REAL TIME CMV HHV6,7,8 R-GENE™ 
 
A pesquisa de DNA de HHV-6 foi efetuada recorrendo ao kit CMV HHV6,7,8 R-
gene™, ref.:69-100, Argene, bioMérieux, Marcy-l’Etoile, França. Nesta técnica é 
detetado DNA de HHV-6 através da pesquisa do gene U57, cujo fragmento amplificado 
tem 116pb de tamanho. O seu limite de deteção é de 156 cópias/ml. A técnica foi 
elaborada de acordo com o protocolo do fabricante (ver ANEXO V), com uma 
modificação. O controlo interno utilizado nesta técnica foi o DICO Ampli (indicado pela 
casa comercial). 
 
O equipamento de amplificação em tempo real utilizado foi o Applied Biosystems 7500, 
visto ser compatível com este kit. 
A gama de quantificação é linear de 500 cópias/ml a 10
7
 cópias/ml. Os resultados são 
expressos em número de cópias de DNA de HHV-6 por ml de sangue total ou plasma. O 
número de cópias de DNA foi determinado tendo em conta o valor de Ct (Thresold 
cycle), que representa o ciclo a partir do qual é detetada fluorescência na amostra, 
correspondendo assim ao ponto onde a curva de amplificação da amostra atinge a base 
de referência de fluorescência emitida.  
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A quantificação decorre através da técnica das sondas de hidrólise 5’ nuclease. As 
misturas de amplificação estão prontas a serem usadas, contêm dNTPs, tampão de 
amplificação, Taq Polimerase, sondas de cada um dos parâmetros virais, assim como as 
sondas específicas do controlo interno (IC2).  
 
O controlo interno da amplificação de DNA por PCR em tempo real (DICO Ampli) tem 
como objetivo validar os resultados obtidos na amplificação em tempo real e permitir a 
deteção da presença de agentes inibidores na amostra extraída. A possível presença de 
inibidores da amplificação, pode provocar uma interpretação errada dos resultados, 
devido à análise de falsos negativos. De modo a esclarecer estes resultados, as amostras 
de DNA extraído são testadas simultaneamente com a premix DICO R-gene, em cada 
corrida. A análise dos resultados obtidos com este controlo permite concluir se o DNA 
extraído contém ou não agentes inibidores. 
 
Os resultados são validados com base no controlo de extração, inibição e controlo 
negativo, fornecidos no kit. 
 
 
 
2.5.3 – DETEÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DE RNA DO HHV-6 
 
 
Figura 8 - Resumo esquemático da síntese à deteção de RNA de HHV-6. 
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2.5.3.1 - EXTRAÇÃO DE RNA  
 
O processo de extração de RNA total realizou-se com recurso ao kit MinElute Virus 
Spin, QIAamp
®
. O procedimento decorreu de acordo com o protocolo do fabricante (ver 
ANEXO VI). 
 
 
2.5.3.2 - TRATAMENTO COM DNASE 
 
Tratou-se o extrato de RNA total com DNase recorrendo ao kit comercial Turbo 
DNAFree™, Ambion, para remover a contaminação de DNA genómico (ver o 
protocolo da técnica em ANEXO VII).  
 
 
2.5.3.3 - SÍNTESE DE CDNA 
 
A síntese de cDNA foi realizada recorrendo a um hexaprimer (Roche), dNTP´s 
(Invitrogen) e ao kit comercial SuperScript III – Invitrogen. O protocolo utilizado foi o 
aconselhado pelo fabricante (ver ANEXO VII). 
 
 
2.5.3.4 – QUANTIFICAÇÃO DE RNA 
 
Para a deteção de RNA de HHV-6, utilizou-se o kit CMV HHV6,7,8 R-gene
TM
, ref.:69-
100, Argene, bioMérieux, Marcy-l’Etoile, França, de modo igual à técnica realizada 
com DNA de HHV-6 extraído e de acordo com as instruções do fabricante (ver 
ANEXO V).  
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2.6 – DIAGNÓSTICO LABORATORIAL DO HCMV  
 
Para o diagnóstico laboratorial da infeção por HCMV foram realizadas duas técnicas de 
PCR em tempo real, uma comercial e outra in house, assim como a pesquisa de IgG 
para o HCMV e a respetiva avidez. 
 
 
2.6.1 – DETEÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DE DNA HCMV  
 
Após a determinação do HCMV pela técnica de PCR em tempo real in house, recorreu-
se à técnica de PCR em tempo real comercial (Argene), com o intuito de comparar os 
resultados e determinar a carga viral no sangue total dos doentes.  
 
 
2.6.1.1 – PCR REAL TIME IN HOUSE 
 
A técnica de PCR em tempo real in house foi efetuada de acordo com o protocolo 
adotado pelo Departamento de Microbiologia da Faculdade de Ciências Médicas de 
Lisboa. Para o procedimento foram utilizados uma sonda e primers específicos para o 
gene UL83 (283 pares de bases), que codifica a fosfoproteína pp65 do genoma do 
HCMV. Esta técnica consiste na determinação da presença de DNA de HCMV pela 
pesquisa do gene UL83, com o seguinte procedimento: 
 
1. Proceder à realização de uma mistura total de reação de 25 µl, sendo que 20 
µl correspondem à mix desta técnica e 5 µl ao volume da amostra. Nesta 
reação utilizam-se os seguintes reagentes para constituição da mix (tendo em 
atenção a concentração de stock dos primers e da sonda, que é de 100 µM): 
 TaqMan Universal PCR Master Mix (2x); 
 Primers HCMV (100 µM): 
- HCMV F: 5’-CCC TCG GGC AAG CTC TTT-3’ 
- HCMV R: 5’CAG GTC CTC TTC CAC GTC AGA-3’ 
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 Sonda CMV (10 µM) – 5’-TGC ACG TCA CGC TGG-3’, 
marcada em 5’ com 6-carboxy-fluorescein como repórter e em 3’ 
com minor groove como quencher; 
 Água até perfazer os 20 µl de volume total.  
 
2. Para a realização da curva padrão utiliza-se a AD169 quantificada pelo kit 
comercial. O ponto de referência de maior concentração na curva 
corresponde a uma diluição de 1:100 da AD169, com uma concentração 
final de 1250 000 cópias de DNA de HCMV/ml. Os dois pontos seguintes 
utilizados são diluições seriadas de 1:10 desta diluição da AD169; 
 
3. Como controlo interno de cada amostra utiliza-se 2 µl da primeira diluição 
de 1:10 da AD169. Se ocorrer inibição pela amostra, não ocorrerá qualquer 
amplificação do controlo interno; 
 
4. No equipamento de PCR em tempo real in house (ABI PRISM 7500, Applied 
Biosystems), o ciclo de amplificação é o seguinte: 
a) 1 Ciclo a 50ºC durante 2 minutos; 
b) 1 Ciclo a 95ºC durante 10 minutos; 
c) 50 Ciclos a 95ºC durante 15 segundos; 
d) Hibridação/extensão a 60ºC durante 1 minuto. 
 
Os resultados das amplificações foram analisados informaticamente através do “ABI 
Prism 7000 SDS Software” – Versão 1.1 (Applied Biosystems). 
 
Neste estudo, de modo a interpretar os resultados de uma forma quantitativa, utilizou-se 
a quantificação absoluta, ou seja, a quantidade do produto de amplificação baseia-se na 
comparação da intensidade da fluorescência com uma curva-padrão ou curva de 
calibração, desenhada a partir de várias diluições com quantidades de DNA viral 
conhecidas. 
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Figura 9 - Diluições seriadas para preparação de padrões e calibradores para a técnica 
de PCR em tempo real in house. 
 
Para a construção da curva de calibração foi utilizado um extraído da AD169 com uma 
concentração de DNA de HCMV previamente conhecida, a partir do qual foram 
realizadas diluições seriadas para a preparação dos padrões e calibradores.  
 
Os resultados positivos foram obtidos por extrapolação dos valores de Ct. Desta forma, 
os valores de Ct determinados para cada amostra são equiparados com os valores de Ct 
da curva de calibração, fazendo corresponder a um valor aproximado de concentração 
de DNA de HCMV. Os resultados quantitativos finais foram expressos em cópias/ml. 
 
Como medidas de controlo por sessão de PCR em tempo real foram utilizados controlos 
negativos e controlos positivos, que consistiram respetivamente, na substituição dos 
extraídos por água destilada e de extraídos da estirpe AD169. 
 
 
2.6.1.2 – KIT PCR REAL TIME CMV HHV6,7,8 R-GENE™  
 
O kit CMV HHV6,7,8 R-gene
TM
, ref.:69-100, Argene, bioMérieux, Marcy-l’Etoile, 
França, permite quantificar a carga viral do HCMV, pela pesquisa do gene UL83 no 
sangue total, que apresenta um fragmento amplificado com tamanho de 283 pb. O seu 
limite de deteção é de 50 cópias/ml. A técnica foi elaborada de acordo com o protocolo 
do fabricante (ver ANEXO IX), com uma alteração, o controlo interno não foi 
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realizado, pois foi previamente executado na técnica anterior de PCR em tempo real in 
house. 
 
 
2.6.2 - SEROLOGIA HCMV 
 
 
2.6.2.1 – ELISA E AVIDEZ 
 
Para determinar se o doente esteve anteriormente em contacto com o vírus HCMV fez-
se a determinação quantitativa das IgG específicas para o HCMV, pelo kit IgG CMV- 
técnica Enzyme Linked Flourescent Imunoassay, realizada no equipamento Vidas 
(bioMérieux). Os resultados inferiores ao valor de 4 U/ml foram considerados como 
negativos e os superiores a 6 U/ml foram definidos como positivos (estas determinações 
foram efetuadas no Laboratório Central da LabCo – Lisboa). 
 
Para a determinação da avidez, foram usados dois testes VIDAS HCMV. O primeiro 
serve como teste de referência. No segundo, o tampão de lavagem é substituído por um 
tampão contendo ureia 6 M. O índice de avidez é determinada pelo cálculo da relação 
entre o resultado obtido com o ensaio de referência e o resultado obtido com a tira 
contendo ureia. De acordo com o fabricante, um índice maior ou igual a 65% permite a 
exclusão de uma infeção primária.  
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3. RESULTADOS 
 
3.1 – DADOS GERAIS DA POPULAÇÃO EM ESTUDO 
 
Entre o período de Outubro de 2012 e Julho de 2013 participaram neste estudo 49 
crianças, que recorreram ao serviço de urgência do Hospital D. Estefânia com quadro 
clínico de convulsão febril. Destes doentes, foram obtidas na fase aguda 48 amostras de 
soro, 46 de sangue total e 35 de plasma. Numa segunda colheita, 4 a 8 semanas após a 
primeira fase, recolheram-se 16 amostras de soro. 
 
Das 49 crianças em estudo, 69% eram do sexo masculino e as restantes do sexo 
feminino (31%), com uma média de idade de 2 anos (24 meses), compreendida entre os 
4 meses e os 5 anos (Gráficos 1 e 2). 
 
 
 
Gráfico 1 - Distribuição da população em relação à idade. 
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Gráfico 2 - Distribuição da população em relação ao sexo. 
 
 
 
Gráfico 3 - Distribuição dos dados clínicos da população estudada pelas categorias: 
primeira convulsão, antecedentes familiares de convulsão e ocorrência de convulsão 
febril no primeiro dia de febre. 
 
 
As causas de febre na população em estudo foram variadas, na maioria dos casos a 
causa de febre foi a infeção respiratória em 33% dos casos. O Exantema súbito 
verificou-se em 2% e a infeção por HCMV em 4%. 
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Gráfico 4 - Frequência das várias causas de febre na população em estudo. 
 
 
3.2 – RESULTADOS DO ESTUDO DO HHV-6 
 
3.2.1 – SEROLOGIA PARA HHV-6 
 
Como era esperado, a maioria da população apresentou serologia positiva para o HHV-
6. No entanto, das 48 amostras recolhidas na fase aguda, apenas uma apresentou IgM 
anti-HHV-6 (2%). Na segunda colheita, foram obtidas 16 amostras de soro, que foram 
sujeitas à pesquisa de IgG e IgM anti-HHV-6.  
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Gráfico 5 - Resultados da pesquisa de anticorpos IgM e IgG anti-HHV-6 em todas as 
crianças que deram entrada no serviço de urgência do HDE (A). Resultados da serologia 
na segunda colheita (B). 
 
 
Os resultados obtidos na técnica de ELISA foram confirmados por IFA, dado que a 
segunda técnica tem maior sensibilidade e especificidade que a primeira.  
 
Em primeira análise, verificou-se um caso de seroconversão (doente 24). Para 
confirmação dos valores obtidos por ELISA, utilizou-se a técnica IFA tanto no soro de 
fase aguda como no soro obtido na segunda colheita. O resultado de ambos os ensaios 
no soro da colheita de fase aguda foi concordante, no entanto divergiu no soro da 
segunda colheita.  
 
Na segunda colheita obtiveram-se 16 amostras positivas para IgG e 1 para IgM (a 
mesma que apresentou resultado positivo na fase aguda).  
 
Além das 48 amostras das crianças em estudo, realizou-se paralelamente o estudo de 3 
amostras de soro fornecidas pelo INSA (Tabela 3).  
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Tabela 3 - Resultados obtidos na técnica de ELISA para pesquisa de anticorpos anti-
HHV-6, nas amostras fornecidas pelo INSA. 
 IgG anti-HHV-6 Avidez das IgG 
A1 + 77% 
A2 -  
A3 + 72% 
 
 
Com o intuito de apurar qual a diluição de amostra e qual a concentração de ureia (3M, 
6M e 8M) mais adequadas ao estudo da avidez, utilizou-se uma das amostras fornecidas 
pelo INSA (Tabela 4). Para todas as amostras de soro foi determinada a avidez com 
base nos seguintes parâmetros: fator de diluição da amostra de 1:101 e concentração da 
solução de ureia de 8 M. 
 
 
Tabela 4 - Análise da avidez das IgG para o HHV-6 com a variação da concentração de 
ureia e diluição da amostra A1. 
Concentração  
de Ureia 
Amostra 
(Diluição 1/50) 
Amostra 
(Diluição 1/100) 
Amostra 
(Diluição 1/200) 
[8M] 85% 76% 73% 
[6M] 74% 87% 76% 
[3M] 86% 81%  
 
 
O estudo da avidez das IgG para o HHV-6 revelou que nenhuma criança apresentava 
IgG de baixa afinidade, ou seja, em todos os caso a avidez é superior a 70%. 
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Tabela 5 - Resultados da avidez das IgG anti-HHV-6 em comparação com os resultados 
obtidos na técnica de IFA. 
Amostras Avidez  IFA  Amostras Avidez  IFA 
4 72% +++ 25 100% ++ 
6 86% ++++ 26 79%  
7 84% + 29 96%  
9 90% ++ 31 100% ++ 
11 86%  33 85% ++++ 
12 87% +++ 36 79%  
13 92% +++ 37 100% +++ 
14 85% +++ 40 88%  
18 81% ++ 42 100% + 
19 96% + 44 100% ++ 
21 72% +++ 46 77% ++ 
22 85% +++    
 
 
3.2.2 – CARGA VIRAL DO HHV-6 
 
Das 46 amostras estudadas, a frequência de amostras positivas no sangue total foi de 
48%, o que corresponde a 22 amostras positivas e 24 negativas. No plasma, foram 
consideradas positivas apenas 6 amostras (17%). 
 
 
Gráfico 6 - Frequência das amostras positivas e negativas para HHV-6 por PCR em 
tempo real na população estudada 
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Para a deteção de DNA de HHV-6 foi realizada em simultâneo a técnica de PCR em 
tempo real com o kit CMV HHV6,7,8 R-gene™, tanto nas amostras de sangue total 
como de plasma (ANEXO XI). 
 
 
 
Gráfico 7 - Relação e distribuição dos resultados obtidos na técnica de PCR em tempo 
real, nas amostras de sangue total e plasma que foram estudadas em simultâneo. Valores 
inferiores a 5000 cópias/ml (A). Valores superiores a 5000 cópias/ml (B). 
 
Com base nos 35 plasmas obtidos, detetaram-se 6 com carga viral positiva para HHV-6. 
Destes 6 positivos, 2 eram casos de infeção primária por HHV-6.  
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Quando comparados com o sangue total, verificámos que o plasma apresenta maior 
valor preditivo positivo (VPP=33%) que o sangue total (VPP=18%). Uma vez que neste 
último, apenas foram detetados 4 casos de infeção primária em 22 amostras com carga 
viral positiva para o HHV-6. 
 
Para averiguarmos se a deteção de carga viral no sangue total é mais sensível do que a 
deteção no plasma recorreu-se ao estudo estatístico, especificamente ao Teste Exato de 
Fisher (Tabela 6). 
 
Tabela 6 - Resultados obtidos na técnica de PCR em tempo real, em crianças cujas 
amostras de sangue total e plasmas foram simultaneamente estudadas. p = 0,005 (Teste 
Exato de Fisher). 
  Sangue total 
 
Plasma 
 
Positivo 
Positivo Negativo 
6 0 
Negativo 10 19 
 
 
3.2.3 – PESQUISA DE RNA DO HHV-6 
 
Para detetarmos se o HHV-6 estava a replicar, fomos verificar se havia produção de 
mRNA nas amostras em estudo. Esta pesquisa foi realizada em apenas 15 das 22 
amostras com carga viral para HHV-6, devido à limitada quantidade de amostra. Para 
verificarmos a existência de mRNA, foi necessário converter mRNA em cDNA.  
Este procedimento foi previamente testado com uma amostra positiva para HCMV 
(primoinfeção). Neste caso, a pesquisa de RNA realizou-se através da técnica de PCR 
em tempo real in house, em substituição da técnica de PCR comercial.  
 
O resultado da pesquisa de RNA de HHV-6 foi negativo para todas as amostras em 
estudo (Figura 6). Por suspeita de excesso de amostra, motivo que poderia provocar 
inibição da reação, realizou-se uma nova PCR, utilizando menor quantidade da amostra 
inicial de cDNA. Tendo em conta o número limitado de testes do kit CMV HHV6,7,8 
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R-gene™, fez-se esta nova pesquisa apenas em 7 amostras. O resultado obtido nestes 
casos foi igualmente negativo. 
 
Figura 10 - Resultados da pesquisa de RNA de HHV-6 por PCR em tempo real. 
 
 
3.2.4 – RELAÇÃO ENTRE A CARGA VIRAL E A SEROLOGIA DO HHV-6  
 
Com base na análise conjunta destes resultados para o HHV-6 podemos resumir os 
dados obtidos do seguinte modo: 
 
 4 das 45 crianças apresentaram PCR positiva com serologia negativa na 
primeira colheita; 
 18 das 45 crianças apresentaram PCR e IgG positivas, uma delas com IgM 
positiva; 
 5 das 45 crianças tiveram apenas IgG positivas com PCR negativas; 
 18 das 45 crianças tiveram resultado negativo tanto para a serologia como 
para a carga viral; 
 3 das 48 crianças tiveram IgG positiva, mas não realizaram PCR e a 1 criança 
não se fez a serologia, apenas a PCR, que apresentou resultado negativo. 
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Gráfico 8 - Resultados obtidos para o HHV-6 com base nas técnicas de serologia e PCR 
em tempo real. 
 
 
3.3 – RESULTADOS DO ESTUDO DO HCMV 
 
3.3.1 – CARGA VIRAL DO HCMV 
 
A pesquisa de DNA de HCMV foi realizada nas 46 amostras de sangue total deste 
estudo, através da técnica de PCR em tempo real in house, tendo sido detetado em 15% 
da população (7 crianças). Para confirmação e quantificação foi utilizado o kit CMV 
HHV6,7,8 R-gene™ (Tabela 7).  
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Gráfico 9 - Prevalência de HCMV na população em estudo. 
 
 
Tabela 7 - Relação do número de cópias/ml de DNA de HCMV obtido em ambas as 
técnicas de PCR em tempo real, comercial e in house. 
Amostra PCR in house (cópias/ml) PCR Argene (cópias/ml)  
5 32 325 115 219 
7 499 0 
8 1 311 5 464 
20
*
 314 163 
33 1 000 2 101 
39 1 852 2 694 
48 1 398 2 510 
*
Devido ao baixo volume de amostra, a segunda extração foi realizada com metade do volume 
aconselhado pelo kit (100 µl de sangue total). 
 
 
3.3.2 – SEROLOGIA PARA O HCMV 
 
Na determinação de IgG anti-HCMV e da respetiva avidez foram estudadas apenas as 
amostras de soro, cujas amostras de sangue total apresentavam carga viral do HCMV. 
Os resultados desta pesquisa foram obtidos no equipamento VIDAS, através de um kit 
comercial. 
CMV + 
15% 
CMV - 
85% 
Deteção de DNA do HCMV 
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Tabela 8 - Comparação dos resultados obtidos na serologia do HCMV, nomeadamente 
anticorpos IgG anti-HCMV e respetiva avidez. 
Amostras IgG anti-HCMV (Ua/mL) Avidez 
5 49 48% 
7 53 90% 
8 56 81% 
20 68 80% 
33 35 18% 
36 86 85% 
39 63 52% 
48 161  
 
Verificou-se nestas amostras que a maioria apresentou IgG com elevada avidez. Em 
duas amostras cuja avidez sugere provável infeção recente (48% e 52%) e apenas uma 
amostra apresentou avidez de 18%. Este último corresponde a uma infeção recente por 
HCMV, pois valores de avidez inferiores a 40% indiciam a presença de uma infeção 
primária por HCMV. 
 
 
3.4 – RELAÇÃO ENTRE O HHV-6 E O HCMV 
 
De modo a averiguar se a infeção por HHV-6 e HCMV estão relacionadas, recorreu-se 
ao Teste Exato de Fisher. Este teste permitiu verificar que a infeção por HCMV e a 
infeção por HHV-6 são variáveis independentemente (Tabela 9). 
 
Tabela 9 - Comparação dos resultados obtidos para a deteção de HHV-6 e HCMV. 
p>0,05 (Teste Exato de Fisher). 
  HHV-6 
 
HCMV 
 
Positivo 
Positivo Negativo 
4  3 
Negativo 18 21  
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Gráfico 10 - Distribuição da carga viral aquando da presença de ambos os vírus. 
 
 
Tabela 10 - Relação entre o número de cópias/ml de DNA (kit CMV HHV6,7,8 R-
gene™) de ambos os vírus e a respetiva serologia e avidez. 
Amostra 
Carga Viral Serologia Avidez 
HHV-6 
(cópias/ml) 
HCMV 
(cópias/ml) 
IgG anti-
HHV-6 
IgG anti-
HCMV 
HHV-6 HCMV 
5 0 115 219 - +  48% 
7 363 499
* 
+ + 84% 90% 
8 0 5 464 - +  81% 
20 21 291 163
**
 - +  80% 
33 1080 2 101 + + 85% 18% 
39 0 2 694 - +  52% 
48 30 800 2 510 - +   
*Quantificado por PCR em tempo real in house. 
**A extração foi realizada com 100 µl, metade volume aconselhado pelo kit. 
  
 
Em relação à idade, não foi possível estabelecer nenhuma ligação entre a infeção por 
HHV-6 ou HCMV com a idade das crianças em estudo (Gráfico 11). 
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Gráfico 11 – Distribuição dos casos do DNA de HHV-6 e/ou HCMV positivos em 
relação à idade. 
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4. DISCUSSÃO E CONCLUSÃO 
 
De acordo com o referido na introdução, os objetivos deste trabalho relacionavam-se 
com a determinação da taxa de infeção por HHV-6 num grupo de crianças com o 
diagnóstico clínico de convulsões febris e a pesquisa e quantificação de HCMV no 
mesmo grupo. O procedimento experimental descrito neste estudo teve como objetivo 
encontrar uma metodologia que permita a otimização da deteção da infeção por HHV-6. 
 
O presente estudo esteve centrado no diagnóstico da infeção por HHV-6 na convulsão 
febril, implicando a recolha de sangue no dia da entrada no serviço de urgência. Em 
alguns casos também foi realizada uma segunda colheita 4 a 8 semanas após o episódio 
de urgência, de modo a averiguar a possível existência de casos de seroconversão. 
Ambas as amostras foram paralelamente testadas por técnicas serológicas.  
 
Inicialmente incluíram-se neste estudo 49 crianças, não se tendo conseguido realizar um 
estudo de fase aguda completo em 4 crianças. Isto deve-se ao facto de apenas ter sido 
fornecido um dos tubos necessários para este estudo, tudo seco ou de EDTA K3. A 
amostra populacional deste estudo ficou, assim, reduzida a 45 crianças, o que nos leva a 
crer que o verdadeiro número de crianças infetadas poderá ser superior ao detetado. De 
referir também que as amostras de segunda colheita foram apenas em 16 destas 
crianças, dado que as restantes crianças não compareceram à segunda colheita após o 
episódio de urgência. 
 
A maioria da população em estudo tinha idade igual ou inferior a 2 anos. Não se 
verificou qualquer relação entre a infeção pelo HHV-6 com a idade ou sexo da criança. 
Da população em estudo, 17 apresentavam antecedentes familiares de convulsão febril, 
37 tiveram a primeira convulsão e 27 tiveram a convulsão no primeiro dia de febre 
(Gráfico 3). No que respeita à causa da febre, apenas em 2% dos casos a febre foi 
inicialmente atribuída à infeção por HHV-6 e em 4% à infeção por HCMV. 
Ao longo do estudo foram detetados 22 casos de carga viral positiva para o HHV-6, 
representando 48% do total das 46 crianças com amostra de sangue total (Gráfico 6). 
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Em relação ao diagnóstico laboratorial do HHV-6 é de realçar que neste estudo foi 
possível observar uma elevada percentagem de crianças com IgG anti-HHV-6 positiva 
(40%) e apenas um caso de IgM anti-HHV-6 positivo (2%), tanto na colheita de fase 
aguda, como na colheita realizada posteriormente. Numa primeira leitura dos resultados 
da ELISA, houve suspeita de um caso de seroconversão. Todas as amostras foram 
repetidas pela técnica de ELISA, tendo-se obtido o mesmo resultado. Os resultados 
positivos e indeterminados foram confirmados por IFA. A necessidade de recorrer à 
imunofluorescência prende-se no facto da ELISA não ser um método tão sensível e 
específico como a técnica de IFA para este vírus. Com esta técnica, verificou-se que não 
existia nenhum caso de seroconversão, pois tanto as IgG da primeira colheita como as 
da segunda colheita apresentavam fluorescência idêntica. Nas amostras fornecidas pelo 
INSA registaram-se dois casos de IgG positiva com IgM negativa e um caso de 
serologia negativa. 
 
De modo a determinar se as IgG detetadas correspondiam a uma infeção recente ou 
antiga, realizou-se o estudo da avidez das IgG. Neste estudo utilizou-se a diluição da 
amostra mencionada no kit da técnica de ELISA (1:101) e optou-se por uma solução de 
ureia com concentração de 8 M.  
Considerando que previamente não foi possível determinar a concentração de ureia e a 
diluição de amostra ótimas, para o estudo da avidez das IgG anti-HHV-6 (Tabela 4), a 
concentração da solução de ureia foi selecionada de acordo com o descrito na literatura. 
O estudo da avidez das IgG para o HHV-6 revelou que todas as crianças apresentavam 
IgG de alta afinidade, isto é, avidez superior a 70%, o que indica que a infeção por 
HHV-6 não era recente (Tabela 5). 
 
Em relação à carga viral do HHV-6, foram detetadas 22 crianças com DNA do HHV-6 
no sangue total, das quais 6 apresentaram DNA do vírus tanto no sangue total como no 
plasma. O valor máximo de carga viral obtido neste estudo foi de 73 996 cópias de 
HHV-6/ml no sangue total e 20 904 cópias de HHV-6/ml no plasma, da mesma criança. 
A criança que recorreu ao serviço de urgência, cuja causa de febre foi o Exantema 
súbito, tinha carga viral de 21 291 cópias de HHV-6/ml no sangue total e 13 838 cópias 
de HHV-6/ml no plasma. 
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Estes dados mostram que a carga viral detetada no sangue total é superior à detetada no 
plasma. Com base na análise estatística verificou-se que existe uma diferença 
estatisticamente significativa entre ambas as deteções (p = 0,005). Demonstra-se assim, 
que se estabelece uma relação entre a deteção no sangue total e no plasma, o que vem ao 
encontro do descrito na literatura. Gautheret-Dejean, A. et al..   
 
Apesar do maior número de casos de carga viral positiva no sangue total do que no 
plasma, ou seja da maior sensibilidade do sangue total em relação ao plasma, sugere-se 
que este último possa ser mais específico, pois não deteta tantas infeções latentes. 
Assim, a deteção de HHV-6 no sangue total pode corresponder a maior número de casos 
de latência, indicando, deste modo que o plasma apresenta maior especificidade para a 
primoinfeção por HHV-6.  
 
Devido à elevada prevalência de casos com DNA do HHV-6, foi colocada a hipótese de 
estarmos perante resultados falsamente positivos ou reação cruzada, pelo que se repetiu 
a técnica de PCR em tempo real, após novas extrações. Os resultados obtidos com os 
novos extratos foram semelhantes aos anteriores. Para excluir a presença de substâncias 
inibitórias, realizou-se a PCR em tempo real para o sangue total, com amostras diluídas 
(fator de diluição de 1:10), tendo-se confirmado o mesmo resultado.  
 
Com o intuito de confirmar se os resultados negativos da técnica de PCR em tempo real 
para a pesquisa e quantificação de DNA de HHV-6 são verdadeiros negativos, isto é, 
que não houve inibição da reação de PCR, recorreu-se ao controlo interno sugerido pela 
casa comercial (DICO Ampli). Tendo em consideração o número limitado de testes, não 
foi possível realizar este controlo para todas as amostras. Como alternativa utilizou-se, 
para todas as amostras do estudo, o controlo interno da técnica de PCR em tempo real in 
house para a pesquisa e quantificação de HCMV. No decorrer deste procedimento, 
testou-se uma amostra, escolhida ao acaso, para verificar se o facto de ser uma amostra 
de plasma ou de sangue total poderia interferir nos resultados da técnica de PCR. Não se 
verificou qualquer interferência em nenhum dos casos, embora no resultado obtido 
tenha surgido a presença de HCMV. Este resultado não era esperado, uma vez que na 
ausência do controlo interno não deveria ocorrer amplificação da amostra. Com estes 
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dados surgiu a hipótese das amostras em estudo conterem DNA de HCMV e 
consequentemente a possibilidade de existir uma associação entre o HCMV e o HHV-6 
no âmbito da convulsão febril em idade pediátrica. 
 
Com base nos resultados obtidos tanto na serologia, como na deteção da carga viral do 
HHV-6, verificou-se que das 49 crianças que participaram no estudo, 5 apresentaram 
serologia compatível com infeção antiga (apenas IgG positiva), 18 tiveram resultados 
negativos tanto na serologia como na carga viral, o que indicia que ainda não estiveram 
em contacto com o HHV-6. Das 22 crianças que apresentaram PCR positiva, 4 deverão 
corresponder a infeções primárias, visto a serologia das mesmas ser negativa, enquanto 
as restantes 18 tiveram resultados positivos para ambas as técnicas. Neste último grupo 
de 18 crianças, suspeitava-se de provável infeção secundária por HHV-6 (reinfeção ou 
reativação), embora a possibilidade de deteção de vírus latentes não pudesse ser 
excluída. Foram ainda estudadas 4 crianças, cujo perfil de amostras não estava 
completo, e que por este motivo não foi possível retirar qualquer conclusão: 3 crianças 
apresentaram IgG positiva, mas não foi realizada a PCR e a uma criança não foi feita a 
serologia, apenas a PCR, que apresentou resultado negativo.  
 
Considerando os dados discutidos até ao momento, o diagnóstico laboratorial da infeção 
pelo HHV-6 não se encontrava ainda devidamente esclarecido. Como referido 
anteriormente, embora tivesse sido detetado DNA do HHV-6, isto não significava que o 
vírus estivesse a provocar infeção, uma vez que é conhecida a capacidade de latência 
deste vírus e correspondente deteção. Por este motivo, foi realizada a pesquisa de 
mRNA, que permite discernir se a carga viral detetada está associada à replicação ativa 
do vírus ou, apenas, relacionada com o nível basal de expressão do vírus, aquando da 
fase de latência ou integração no cromossoma. Desta forma, foi necessário converter o 
mRNA em cDNA. No entanto, a sua deteção não foi de todo conclusiva, pois o 
resultado da primeira quantificação foi negativo para todas as amostras. Numa segunda 
tentativa utilizou-se menor quantidade de amostra, de modo a evitar uma eventual 
inibição da reação de PCR. Ainda assim, o resultado foi semelhante ao anterior. A 
análise do RNA não permitiu fazer a distinção entre latência, reativação ou reinfeção. 
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Posteriormente, testou-se o mesmo procedimento, em duplicado, para uma amostra de 
sangue total com elevada carga viral de HCMV (caso de primoinfeção). Um dos 
extraídos foi detetado e quantificado pela técnica de PCR em tempo real comercial, 
enquanto no outro substituiu-se a técnica comercial pela PCR in house. No primeiro 
caso, o resultado foi negativo, enquanto no segundo o resultado foi positivo. Este 
resultado sugere que poderá haver interferência/inibição entre algum reagente dos kit de 
extração ou síntese de cDNA e os reagentes do kit da PCR comercial. Desta forma, as 
determinações do mRNA para o HHV-6 não poderão ser consideradas válidas, ficando 
por determinar quais das amostras com serologia e PCR positivas correspondem a 
infeção secundária (reativação ou reinfeção) e quais correspondem a latência do vírus. 
 
Em relação ao diagnóstico laboratorial do HCMV, foi possível detetar 7 casos de 
infeção por este vírus. O valor máximo de carga viral obtido no estudo do HCMV foi de 
115 219 cópias/ml no sangue total. As crianças que recorreram ao serviço de urgência, 
cujas causas de febre foram a encefalite por HCMV e infeção respiratória num caso de 
HCMV congénito, tinham carga viral de 5 464 cópias/ml de sangue total e 2 510 
cópias/ml de sangue total, respetivamente. 
 
Dos 7 casos detetados, 4 crianças tinham também DNA do HHV-6, porém as restantes 
apenas apresentaram carga viral para o HCMV (Tabela 10). Foi detetado um dado raro 
de encontrar na literatura, a presença de virémia, fora do contexto de infeção primária 
recente por HCMV. 
Na deteção e quantificação do HCMV compararam-se duas técnicas de PCR em tempo 
real, in house e comercial, tendo sido obtido resultados aproximadamente semelhantes. 
 
Quanto à serologia para o HCMV, foi realizado o estudo das IgG e respetiva avidez em 
todas as amostras cuja carga viral foi positiva. Verificou-se nestas amostras que a 
maioria apresentou IgG com elevada avidez, salvo uma exceção cujo valor de avidez é 
de 18%. Este último corresponde a uma infeção recente por HCMV, pois valores de 
avidez inferiores a 40% indiciam a presença de uma infeção primária por HCMV. 
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Ao fazermos a comparação dos dados obtidos no estudo do HHV-6 e do HCMV, 
verificou-se que a criança que apresentava baixa avidez para as IgG do HCMV (18%), 
tinha sido também, o único caso de IgM positiva para o HHV-6, com IgG anti-HHV-6 
de elevada afinidade (85%). Com estes dados e tendo em conta a baixa especificidade 
da técnica de ELISA para as IgM anti-HHV-6, suspeita-se de reação cruzada, ou seja, a 
IgM anti-HHV-6 detetada pelo kit de ELISA deverá corresponder a um resultado 
falsamente positivo. 
 
Através da análise estatística pretendeu-se averiguar se as infeções por HHV-6 e 
HCMV estavam associadas. Não foi, no entanto, detetada nenhuma relação entre o 
HCMV e o HHV-6 (p>0,05), pois não apresentam uma diferença estatisticamente 
significativa, ou seja,  são variáveis independentes.  
 
Em suma, cabe evidenciar que este estudo foi pioneiro em Portugal, no que respeita à 
determinação da taxa de infeção por HHV-6 em crianças com quadro clínico de 
convulsão febril. Igualmente, e que seja do nosso conhecimento, até à data nunca foi 
realizada uma investigação em Portugal que associasse a infeção do HCMV à convulsão 
febril. A inclusão no estudo da infeção por HCMV permitiu a comparação entre os dois 
vírus, no âmbito da convulsão febril em idade pediátrica, enriquecendo os resultados 
deste trabalho.  
 
O baixo número de amostras obtidas dificultou a interpretação dos resultados e as 
referidas conclusões. Ainda assim, tendo como referência a amostra analisada, é 
possível retirar algumas conclusões significativas deste trabalho, que se poderão resumir 
da seguinte forma: 
 
 Na população em estudo apenas 4/45 crianças tiveram infeção primária por 
HHV-6 e 7/45 tiveram infeção por HCMV, o que não permite provar que existe 
uma relação entre estas infeções e a convulsão febril.  
 
 A carga viral do HHV-6 no plasma é um marcador virológico importante. 
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 Salienta-se a elevada percentagem de casos de virémia por HHV-6 associada a 
serologia positiva (18/45), suspeitando-se de provável infeção secundária. No 
entanto, a falha na deteção do mRNA não permitiu fazer a distinção entre 
latência e reativação ou reinfeção. 
 
 Durante este estudo não foi detetada qualquer associação entre as infeções por 
HHV-6 e HCMV. 
 
Sublinha-se, assim, que o estudo que agora termina, permitiu descortinar novas 
problemáticas e perscrutar novos caminhos que ficarão em aberto para futuras 
investigações. Sugere-se o aprofundamento da pesquisa de RNA de modo a investigar a 
percentagem elevada de casos de virémia associada a serologia positiva. 
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ANEXO I 
 
Protocolo da técnica de ELISA utilizando o kit Panbio
® 
HHV6 IgM, Alere, 
Massachusetts, Estados Unidos da América. 
 
1. Deixar que todos os componentes atinjam a temperatura ambiente (20-25ºC) 
antes de serem usados. 
2. Retirar o número necessário de tiras de micropoços e inserir no suporte 
de tiras, assegurando-se que as restantes tiras estão bem vedadas. Cinco 
micropoços são necessários para o controlo negativo, positivo e 
calibrados em triplicado. 
3. Diluir o controlo positivo, o controlo negativo, o calibrador em 
triplicado e as amostras dos doentes, do seguinte modo:  
 A 10 µL de soro adicionar 90 µL de Sample Diluent, misturar 
bem. 
 A 20 µL de amostra diluída, do passo anterior, adicionar 180 µL de 
Sample Absorbent. Homogeneizar. 
4. Pipetar 100 µL das amostras absorvidas, controlos e calibrador nos respetivos 
micropoços. 
5. Cobrir a placa e incubar durante 30 minutos a 37± 1ºC. 
6. Lavar 6 vezes com o Wash Buffer diluído (1 parte de Wash Buffer para 19 partes 
de água destilada). 
7. Pipetar 100 µL de HRP conjugated Anti-human IgG para cada micropoço. 
8. Cobrir a placa e incubar durante 30 minutos a 37± 1ºC. 
9. Pipetar 100 µL de TMB para cada micropoço. 
10. Incubar 10 minutos à temperatura ambiente (20-25ºC), a contar do primeiro 
micropoço. Desenvolve-se a cor azul. 
11. Pipetar 100 µL de Stop Solution para cada micropoço, na mesma sequência da 
adição do TMB. Homogeneizar. A cor azul muda para amarelo. 
12. Dentro de 30 minutos ler a absorvância de cada poço com um comprimento de 
onda de 450 nm. 
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ANEXO II 
 
Protocolo da técnica de ELISA utilizando o kit Panbio
® 
HHV6 IgG, Alere, 
Massachusetts, Estados Unidos da América. 
 
1. Deixar que todos os componentes atinjam a temperatura ambiente (20-25ºC) 
antes de serem usados. 
2. Retirar o número necessário de tiras de micropoços e inserir no suporte 
de tiras, assegurando-se que as restantes tiras estão bem vedadas. Cinco 
micropoços são necessários para o controlo negativo, positivo e 
calibrados em triplicado. 
3. Diluir o controlo positivo, o controlo negativo, o calibrador em 
triplicado e as amostras dos doentes, do seguinte modo: 10 µL de soro 
para 1000 µL de Sample Diluent. 
4. Pipetar 100 µL das amostras diluídas, controlos e calibrador nos respetivos 
micropoços. 
5. Cobrir a placa e incubar durante 30 minutos a 37± 1ºC. 
6. Lavar 6 vezes com o Wash Buffer diluído (1 parte de Wash Buffer para 19 partes 
de água destilada). 
7. Pipetar 100 µL de HRP conjugated  Anti-human IgG para cada micropoço. 
8. Cobrir a placa e incubar durante 30 minutos a 37± 1ºC. 
9. Pipetar 100 µL de TMB para cada micropoço. 
10. Incubar 10 minutos à temperatura ambiente (20-25ºC), a contar do primeiro 
micropoço. Desenvolve-se a cor azul. 
11. Pipetar 100 µL de Stop Solution para cada micropoço, na mesma sequência da 
adição do TMB. Homogeneizar. A cor azul muda para amarelo. 
12. Dentro de 30 minutos ler a absorvância de cada poço com um comprimento de 
onda de 450 nm. 
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ANEXO III 
 
Protocolo da técnica de IFA utilizando o kit Biotrin Human Herpesvirus-6 IgG IFA, 
Diasorin, Saluggia, Itália. 
 
1. Permitir que todos os componentes atinjam a temperatura ambiente (20-25ºC) 
antes de serem utilizados. 
2. Diluir as amostras de soro a 1:20 em PBS. Todas as diluições devem ter um 
volume mínimo de 0,1 ml. 
3. Dispensar 1 gota (aproximadamente 20 μl) de cada amostra de teste diluído e 1 
gota (aproximadamente 20 μl) dos Controlos Positivos e Negativos prontos a 
usar nos poços numerados. 
4. Incubar as lâminas em câmara húmida durante 30 minutos a 35-39ºC.  
5. Lavar as lâminas ao longo da borda numa corrente ligeira de tampão de 
Lavagem usando uma garrafa de lavagem. Evitar dirigir a corrente para os 
poços. Colocar as lâminas num tabuleiro de lavagem contendo tampão de 
Lavagem durante 10 minutos a temperatura ambiente (20-25ºC) com uma 
alteração da solução do tampão de lavagem, após 5 minutos. Secar a máscara de 
tinta à volta dos poços com os absorventes de marcadores dados.   
6. Aplicar 1 gota (aproximadamente 40 μl) do conjugado em cada poço de teste. 
Incubar as lâminas em câmara húmida durante 30 minutos a 35-39ºC.  
7. Aplicar 1 gota do meio de montagem no centro de cada poço e aplicar uma 
cobertura.  
8. Examinar a lâmina num microscópio fluorescente usando uma magnificação de 
200-500x, imediatamente após o término do teste. 
 
Considera-se que uma amostra é negativa para anticorpos IgG de HHV-6, se não houver 
marcação fluorescente de células infetadas.  
A reatividade positiva pode variar em intensidade de fluorescência de brilhante a fraco. 
Classificar a reação de fluorescência de acordo com a seguinte escala de intensidade: +4 
(brilhante), +3 (claro), +2 (moderado), +1 (fraco). 
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ANEXO IV 
 
Protocolo de Extração do DNA utilizando o Kit de Purificação JetQuick
®
 Genomic 
DNA, Genomed, Löhne, Alemanha. 
 
A técnica deve ser executada segundo o protocolo de MiniPrep. 
1. Antes de iniciar o protocolo prático, reconstituir os reagentes necessários: 
a.  Kx e K2 com etanol absoluto de acordo com as indicações nos rótulos 
dos reagentes, guardando os reagentes à temperatura ambiente;  
b. Genomed Protease com água destilada até uma concentração final de 20 
mg/ml, guardando a -20ºC.  
2. Preparar as amostras dos doentes a analisar, colocando 200 µl da amostra num 
tubo de 1,5 ml.  
3. Ligar o termobloco a 58ºC; 
4. Adicionar os reagentes pela ordem indicada ao tudo de 1,5 ml que contém a 
amostra, agitando-o sempre no vortex sempre que se colocar um novo reagente: 
a) 20 µl de Genomed Protease 
b) 10 µl RNase A  
c)  200 µl tampão Kx 
5. Colocar o tubo no termobloco a 58ºC e incubar durante 10 minutos; 
6. Adicionar 200 µl de Etanol 96-100% e agitar no vortex, de modo a prevenir a 
precipitação dos ácidos nucleicos. 
7. Colocar a coluna JetQuick sobre o tubo de coleta de 2 ml, ambos fornecidos pelo 
kit.  
8. Colocar a mistura anterior na coluna; 
9. Centrifugar durante um minuto a 10 000 rpm; 
10. Descartar o filtrado que se encontra no tubo de coleta de 2 ml; 
11. Adicionar 500 µl de tampão Kx; 
12. Centrifugar durante um minuto a 10 000 rpm; 
13. Descartar o filtrado que se encontra no tubo de coleta de 2 ml e colocar 
novamente a coluna no tubo de coleta; 
14. Adicionar 500 µl de tampão K2; 
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15. Centrifugar durante um minuto a 10 000 rpm; 
16. Descartar o líquido que se encontra no tubo de 2 ml e colocar novamente a 
coluna no tubo de coleta; 
17. Centrifugar a coluna durante um minuto a 12 000 rpm, para secar a membrana 
de sílica; 
18. Colocar a coluna sobre um novo tubo de coleta estéril de 1,5 ml; 
19. Pré-aquecer a 50 µl de 10 mM Tris-HCl pH 8,5 a 70ºC;  
20. Adicionar no centro da coluna e incubar durante 2 minutos à temperatura 
ambiente; 
21. Centrifugar a coluna a 10 000 rpm durante 2 minutos; 
22. Para obter um maior rendimento, efetuar uma segunda eluição para o tubo de 1,5 
ml, repetindo os passos 20 e 21.  
23. O tubo de 1,5 ml possui DNA purificado. Descartar a coluna; 
24. Guardar o DNA a -20ºC.  
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ANEXO V 
 
Procedimento da técnica de PCR em Tempo Real para HHV-6 utilizando o kit 
CMV HHV6,7,8 R-gene™ ref.:69-100, Argene, bioMérieux, Marcy-l’Etoile, 
França. 
 
1. Utilizar para cada amostra e padrão uma mistura de amplificação, que consiste em 
15 µl da premix R6 com 10 µl da amostra, tendo em conta que a premix de 
amplificação para o HHV-6 (R6) está pronta a utilizar. 
2. Realizar uma curva padrão utilizando quatro antigénios-padrão de quantificação – 1 
1 250 (QS4), 12 500 (QS3), 125 000 (QS2) e 1 250 000 (QS1) cópias de HHV-
6/ml.  
Observação: Ter em conta que o valor atribuído a cada padrão dependerá do 
volume de extração da amostra inicial (sangue total ou plasma) e do volume da 
eluição final, neste caso 200 µl e 50 µl, respetivamente; 
3. Utilizar um controlo negativo IC2W0, que resulta da extração da água (W0) com o 
controlo interno IC2, ambos fornecidos pelo kit.  
4. Após a preparação da placa, programar o aparelho de RT-PCR ABI PRISM 7500 
(Applied Biosystem) com o seguinte programa de amplificação: 
a. Ativação da Taq Polimerase durante 15 minutos a 95ºC; 
b. 45 Ciclos de desnaturação durante 10 segundos a 95ºC e hibridação e 
extensão durante 40 segundos a 60ºC.  
Observação: O Controlo IC2W0 será o único poço onde a leitura será efetuada a 
530 e a 560 nm. As restantes serão todas a 530 nm.  
5. Para os resultados serem validados, devem existir as seguintes condições: 
 Nenhum sinal de amplificação no IC2W0 a 530 nm 
 Amplificação no IC2W0 a 560 nm com Ct igual ou inferior a 32 ciclos; 
 O Padrão QS3 deverá ter um valor de Ct entre 30 e 34 ciclos; 
 O slope da curva padrão deverá ser superior a -3,917 e inferior a -3,103.  
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ANEXO VI 
 
Protocolo de Extração do RNA utilizando o Kit de QIAamp
®
 MinElute Virus Spin, 
ref.:57704, Qiagen, Limburg, Holanda 
1. Pipetar 25 µL de Protease num tubo de 1,5 ml. 
2. Adicionar 200 µL de amostra. 
3. Adicionar 200 µl de tampão AL (contendo 28 µg/ml de carrier DNA), fechar a 
tampa e misturar por vortex 15 segundos. 
4. Incubar durante 15 minutos a 56ºC, num bloco de aquecimento. 
5. Centrifugar brevemente, de modo a remover as gotas existentes na tampa. 
6. Adicionar 250 µl de Etanol (96-100%) à amostra, fechar a tampa e misturar por 
vortex 15 segundos. Incubar o lisado com Etanol durante 5 minutos à 
temperatura ambiente. Centrifugar brevemente. 
7. Aplicar cuidadosamente todo o lisado na coluna QIAamp MinElute, sem molhar 
o aro. Fechar a tampa e centrifugar a 8 000 rpm durante 1 minuto. 
8. Colocar a coluna num tubo de 2 ml limpo e descartar o tubo anterior com o 
filtrado. 
9. Adicionar 500 µl de tampão AW1, sem molhar o aro. Fechar a tampa e 
centrifugar a 8 000 rpm durante 1 minuto. 
10. Colocar a coluna num tubo de 2 ml limpo e descartar o tubo de recolha anterior 
contendo o filtrado. 
11. Adicionar 500 µl de tampão AW2, sem molhar o aro. Fechar a tampa e 
centrifugar a 8 000 rpm durante 1 minuto. 
12. Colocar a coluna num tubo de 2 ml limpo e descartar o tubo de recolha anterior 
contendo o filtrado. 
13. Centrifugar à velocidade máxima durante 4 minutos, de modo a secar totalmente 
a membrana. 
14. Colocar a coluna num novo tubo de coleta (1,5 ml) e rejeitar o tubo de recolha 
anterior contendo o filtrado. 
15. Aplicar 60 µl de tampão AVE no centro da membrana. Fechar a tampa e incubar 
à temperatura ambiente durante 5 minutos. Centrifugar à velocidade máxima 
durante 2 minutos. 
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ANEXO VII 
 
Protocolo da técnica de Tratamento com DNase utilizando o Kit TURBO DNA-
free™, Ambion, Texas, Estados Unidos da América. 
 
1. Pipetar para o microtubo de 200 μl os seguintes volumes: 
2 μl Tampão Turbo DNase 10x 
1,5 μl Turbo DNase 
16.5 μl de extrato de RNA  
2. Colocar a 37ºC durante 30 minutos (termociclador T-Gradient – Biometra). 
3. Adicionar 2 μl de reagente de inativação e homogeneizar. 
4. Incubar 10 minutos à temperatura ambiente agitando ocasionalmente (tende a 
precipitar). 
5. Centrifugar 2 minutos a 10 000 rpm. 
6. Transferir 10 μl do extrato de RNA tratado para um tubo. 
7. O restante volume deve ser transferido para outro tubo e armazenado a -80ºC. 
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ANEXO VIII 
 
Protocolo de síntese de cDNA utilizando a SuperScript III, Invitrogen, Califórnia, 
Estados Unidos da América. 
 
1. Pipetar para microtubo de 200 μl os seguintes volumes: 
10 μl RNA total tratado com DNase; 
1 μl Desoxirribonucleotídeos fosfatados (dNTP´s); 
1 μl Hexaprimer [P(dN)6] (Roche); 
1 μl Água livre de nucleases. 
2. Aquecer a mistura a 65°C durante 5 minutos (termociclador T-Gradient – Biometra),  
3. Colocar em gelo durante 1 minuto. 
4. Fazer spin (MiniSpin – Eppendorf). 
5. Colocar o microtubo em gelo e adicionar os seguintes volumes: 
4 μl 5x First-Strand Buffer; 
1 μl Ditiotreitol (DTT) (0,1 M); 
1 μl Recombinant RNase Inibitor (RNaseOUT); 
1 μl SuperScript III RT. 
6. Homogeneizar (com dedo), fazer uma centrifugação breve. 
7. Incubar 5 minutos a 25°C, 60 minutos a 55°C e  parar a reação pelo aquecimento a 70°C 
durante 15 minutos (termociclador T-Gradient – Biometra). 
8. Armazenar a -20°C. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
84 
 
ANEXO IX 
 
Procedimento da técnica de PCR em Tempo Real para HCMV utilizando o kit 
CMV HHV6,7,8 R-gene™, ref.:69-100, Argene, bioMérieux, Marcy-l’Etoile, 
França. 
 
1. Utilizar para cada amostra e padrão uma mistura de amplificação, que consiste 
em 15 µl da premix R5 com 10 µl da amostra, tendo em conta que a premix de 
amplificação para o CMV (R5) está pronta a utilizar. 
2. Realizar uma curva padrão utilizando quatro antigénios-padrão de quantificação 
– 1 250 (QS4), 12 500 (QS3), 125 000 (QS2) e 1 250 000 (QS1) cópias de 
CMV/ml.  
3. Observação: Ter em conta que o valor atribuído a cada padrão dependerá do 
volume de extração da amostra inicial (sangue total) e do volume da eluição 
final, neste caso 200 µl e 50 µl, respetivamente; 
4. Utilizado um controlo negativo IC2W0, que resulta da extração da água (W0) 
com o controlo interno IC2, ambos fornecidos pelo kit.  
5. Após a preparação da placa, programar o aparelho de RT-PCR ABI PRISM 
7500 (Applied Biosystem) com o seguinte programa de amplificação: 
a. Ativação da Taq Polimerase durante 15 minutos a 95ºC; 
b. 45 Ciclos de desnaturação durante 10 segundos a 95ºC e hibridação e 
extensão durante 40 segundos a 60ºC.  
6. Observação: O Controlo IC2W0 será o único poço onde a leitura será efetuada a 
530 e a 560 nm. As restantes serão todas a 530 nm.  
7. Para os resultados serem validados, devem existir as seguintes condições: 
 Nenhum sinal de amplificação no IC2W0 a 530 nm 
 Amplificação no IC2W0 a 560 nm com Ct igual ou inferior a 32 ciclos; 
 O Padrão QS3 deverá ter um valor de Ct entre 30 e 35 ciclos; 
 O slope da curva padrão deverá ser superior a -3,917 e inferior a -3,103.  
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ANEXO X 
 
Quadro resumo dos dados das crianças que participaram no estudo 
 
Nº da 
amostra 
Idade 
HHV-6 
Sangue 
total 
HHV-6 
Plasma 
IgG 
anti-
HHV-6 
IgG 
HHV-6 2ª 
colheita 
HCMV 
IgG 
anti-
HCMV 
Primeira 
convulsão 
História 
familiar 
Dia 
de 
febre 
Causa de febre 
1 2A 
 
 
 + +   Não Não 1º  Não esclarecida 
2 1A 11M   + +   Sim Não 4º 
Encefalite 
herpes 1 
4 2A 156 0 +  0  Sim Tia  2º 
Infeção 
respiratória alta 
3 5A 0 0 - - 0  Sim Não 2º 
Infeção 
respiratória alta 
5 1A 10M 0 0 - - 115219 + Não Pai 1º Bronquiolite 
6 1A 5M 646 0 + + 0  Não Não 1º 
Infeção 
respiratória 
7 1A 5M 363 0 +  499*
 
+ Sim Não 2º 
Dejeções 
diarreicas 
8 7M 0  -  5464 + Sim Não 1º 
Encefalite 
CMV 
9 2A 276  +  0  Sim Não 5º 
Bronquiolite + 
OMA 
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Nº da 
amostra 
Idade 
HHV-6 
Sangue 
total 
HHV-6 
Plasma 
IgG 
anti-
HHV6 
IgG 
HHV6 2ª 
colheita 
HCMV 
IgG 
anti-
HCMV 
Primeira 
convulsão 
História 
familiar 
Dia 
de 
febre 
Causa de febre 
10 7M 0 0 - - 0 
 
 
Sim Não 1º OMA bilateral 
11 3A 4M 0 
 
 
+  0  Sim Não 1º Vómitos (GEA) 
12 2A 10M 4827 4399 + 
 
 
0  Sim Não 1º Não esclarecida 
13 3A 5M 2235  + + 0  Sim Avó  1º 
Infeção 
respiratória alta 
14 2A 1M 1377 0 + + 0  Sim Não 1º 
OMA e 
bronquiolite 
15 2A 3M 0 0 -  0  Não Irmã 2º 
OMA e Infeção 
respiratória alta 
16 10M 
0 
 
0   0  Sim Pai 1º Não esclarecida 
17 2A 5M 
0 
 
0 - - 0  Não Não 1º OMA esq. 
18 2A 6M 317 80 + + 0 
 
 
Não Sim 2º Não esclarecida 
19 2A 2M 386 169 +  0  Não Não 1º 
Infeção 
respiratória alta 
20 11M 21291 13838 - 
 
 
 
163
**
 + Sim Não 1º 
Exantema 
subitum 
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Nº da 
amostra 
Idade 
HHV-6 
Sangue 
total 
HHV-6 
Plasma 
IgG 
anti-
HHV6 
IgG 
HHV6 2ª 
colheita 
HCMV 
IgG 
anti-
HCMV 
Primeira 
convulsão 
História 
familiar 
Dia 
de 
febre 
Causa de febre 
21 
 
2A 6M 461 0 + + 0  Não Não 1º OMA 
22 1A 6M 1158 0 + + 0 
 
 
Sim Não 2º 
Infeção 
respiratória alta 
23 2A 2M 
0 
 
0 -  0  Sim Não 1º 
Infeção 
respiratória alta 
24 4M 0 0 - - 0 
 
 
Sim Não 3º Kawasaki 
25 2A 4M 384  + 
 
 
0  Sim Sim 2º 
Infeção 
respiratória 
26 2A 1M 0 0 + + 0 
 
 
Sim Não 2º 
Infeção 
respiratória alta 
27 4A 3M 0 0 - 
 
 
0  Sim Avô  1º 
Infeção 
respiratória alta 
28 1A 10M 0 0 - 
 
 
0  Sim Prima 1º 
Infeção 
respiratória alta 
29 1A 11M 
0 
 
 + + 0  Sim Não 2º 
Infeção 
respiratória alta 
30 3A 5M 0 0 - 
 
 
0  Sim Não 2º ITU 
31 1A 3M 2386  + 
 
 
 
0  Sim Não 2º 
Infeção 
respiratória alta 
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Nº da 
amostra 
Idade 
HHV-6 
Sangue 
total 
HHV-6 
Plasma 
IgG 
anti-
HHV6 
IgG 
HHV6 2ª 
colheita 
HCMV 
IgG 
anti-
HCMV 
Primeira 
convulsão 
História 
familiar 
Dia 
de 
febre 
Causa de febre 
32 1A 7M 0 0 - 
 
 
0  Sim Prima 3º Não esclarecida 
33 10M 
1080 
 
95 + + 2101 + Sim Não 3º OMA 
34 1A 5M 0 0 - 
 
 
0  Sim Tia-avó 2º Meningite  
35 2A 6M 73996 20904 -  0  Não Não 10º 
Sinusite 
etmoidal 
36 2A 
0 
 
 +  0 + Não Não 1º 
Infeção 
respiratória alta 
37 1A 6M 
1424 
 
 +  0  Sim Pai 2º Não esclarecida 
38 11M 
164 
 
0 -  0  Sim Não 2º Não esclarecida 
39 1A 2M 
0 
 
0 -  2694 + Sim Não 1º 
Infeção 
respiratória alta 
40 3A 8M 
0 
 
0 +  0   Não   
41 2A 9M 
0 
 
0 -  0  Sim Não 1º OMA 
42 1A 4M 1117 0 + 
 
 
 
0  Sim Mãe 1º Amigdalite 
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Nº da 
amostra 
Idade 
HHV-6 
Sangue 
total 
HHV-6 
Plasma 
IgG 
anti-
HHV6 
IgG 
HHV6 2ª 
colheita 
HCMV 
IgG 
anti-
HCMV 
Primeira 
convulsão 
História 
familiar 
Dia 
de 
febre 
Causa de febre 
43 1A 0 0 -  0  Sim Mãe 1º 
Infeção 
respiratória alta 
44 1A 9M 664  + 
 
 
0  Sim Não 7º Encefalite EBV 
45 8M 0  - 
 
 
0  Sim Pai 1º Não esclarecida 
47 5A 9M 
 
 
 
 
+ 
 
 
0 
 
 
Sim Não 1º Não esclarecida 
46 1A 5M 122 0 + 
 
 
0  Sim Pai 1º OMA 
48 7M 30800  -  2510 + Sim Não 1º 
Inf. resp. viral 
em CMV cong. 
49 2A 10M 0 0 - 
 
 
0  Não Mãe 1º Não esclarecida 
*Quantificado por PCR real time in house. 
**A extração foi realizada com 100 µl, metade volume aconselhado pelo kit. 
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ANEXO XI 
 
Quadro resumo dos resultados obtidos na serologia e PCR para o HHV-6. 
 
Amostra 
1ª Colheita 2ª Colheita 
IgG (n=48) IgM (n=48) 
PCR 
IgG 
(n=16) 
IgM 
(n=16) 
ST 
(n=46) 
Plasma 
(n=35) 
1 + -   + - 
2 +  -   + - 
3 - - - - - - 
4 + - 156 -   
5 - - - - - - 
6 + - 646 - + - 
7 + - 363 -   
8 - - -    
9 + - 276 -   
10 - - - - - - 
11 + - -    
12 + - 4827 4399   
13 + - 2235  + - 
14 + Indeterminado 1377 - + - 
15 - - - -   
16   - -   
17 - - - - - - 
18 + Indeterminado 317 80 + - 
19 + - 386 169   
20 - - 21291 13838   
21 + - 461 - + - 
22 + - 1158 - + - 
23 - - - -   
24 - - - - -  - 
25 + - 384    
26 + - - - + - 
27 - - - -   
28 - - - -   
29 + - -  + - 
30 - - - -   
31 + - 2386    
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Amostra 
1ª Colheita 2ª Colheita 
IgG IgM PCR IgG IgM 
  ST Plasma   
32 - - - -   
33 + + 1080 95 + + 
34 - - - -   
35 - - 73996 20904   
36 + - -    
37 + Indeterminado 1424    
38 - - 164 -   
39 - - - -   
40 + - - -   
41 - - - -   
42 + - 1117 -   
43 - - - -   
44 + - 664    
45 - - -    
46 + - 122 -   
47 + -     
48 - - 30800    
49 - - - -   
Legenda: cinzento (ausência de amostra); laranja (PCR +, IgG +); verde (PCR+, IG-); 
Azul (PCR -, Ig G +); amarelo (tudo negativo) 
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ANEXO XII 
 
Comparação dos resultados da técnica da ELISA com resultados a técnica de IFA. 
 
Amostra 
IgM anti-HHV-6  IgG anti-HHV-6 
IFA 
1ª Colheita 2ª Colheita 1ª Colheita 2ª Colheita 
1 0,4 0,4 2,7 3,0  
2 0,2 0,2 1,5 2,5  
3 0,4 0,4 0,6 0,4  
4 0,2 
 
2,4  +++ 
5 0,4 0,5 0,3 0,4  
6 0,6 0,6 4,4 4,2 ++++ 
7 0,3 
 
3,0  + 
8 0,3 
 
0,3   
9 0,5 
 
2,9  ++ 
10 0,2 0,2 0,2 0,3  
11 0,3 
 
2,1   
12 0,4 
 
3,6  +++ 
13 0,4 0,6 2,0 2,9 +++ 
14 1,0 0,6 2,6 2,4 +++ 
15 0,2 
 
0,3   
17 0,4 0,4 0,4 0,5  
18 1,1 0,8 2,4 2,8 ++ 
19 0,2 
 
2,3  + 
20 0,2 
 
0,8  - 
21 0,3 0,8 3,4 2,8 +++ 
22 0,4 0,5 3,5 3,6 +++ 
23 0,2 
 
0,8   
24
*
 0,3 0,3 0,4 1,3 - 
25 0,3 
 
1,3  ++ 
26 0,4 0,4 2,9 2,8  
27 0,3 
 
0,9  - 
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Amostra 
IgM anti-HHV-6 IgG anti-HHV-6 
IFA 
1ª Colheita 2ª Colheita 1ª Colheita 2ª Colheita 
28 0,7 
 
0,1   
29 0,5 0,5 2,8 2,8  
30 0,2 
 
0,7   
31 0,4 
 
1,2  ++ 
32 0,3 
 
0,4   
33 3,1 2,0 3,3 3,5 ++++ 
34 0,2 
 
0,8   
35 0,8 
 
1,0  - 
36 0,2 
 
2,9   
37 0,9 
 
1,3  +++ 
38 0,2 
 
0,9  - 
39 0,3 
 
0,3   
40 0,3 
 
2,0   
41 0,2 
 
0,2   
42 0,3 
 
1,8  + 
43 0,2 
 
0,2   
44 0,3 
 
2,3  ++ 
45 0,2 
 
0,3   
46 0,2 
 
2,1  ++ 
47 0,3 
 
3,5   
48 0,2 
 
0,3  - 
49 0,3 
 
0,1   
*Na amostra 24 tambem se fez a técnica IFA para a amostra de soro da 2ª colheita, uma vez 
que se supeitava de seroconversão. 
